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I. Introduction 
 
A. BRAF dans la voie des MAPK 
 
1. Rôle de BRAF dans la cellule normale 
 
BRAF est une sérine/thréonine kinase appartenant à la famille des protéines RAF, codée par 
le gène BRAF. La famille des protéines RAF comporte 3 isoformes: ARAF, BRAF, et CRAF.  
Le premier gène RAF (v-Raf), dénommé ainsi pour « Virus-induced Rapidly Accelerated 
Fibrosarcoma », a été caractérisé dans un virus de sarcome murin en 1983 par Mark et Rapp
1
. 
Deux ans après sa découverte, son premier homologue humain fonctionnel, CRAF, a été cloné 
à partir de cellules humaines. Le gène CRAF, aussi connu sous le nom de RAF-1, est composé 
de 80 626 paires de bases d‘ADN (Acide désoxyribonucléique), avec 17 exons sur le 
chromosome 3p25, codant pour un ARNm (Acide ribonucléique messager) de 3 291 
nucléotides et un peptide de 648 acides aminés. Par la suite, les isoformes ARAF et BRAF ont 
été caractérisées
2,3
. Le gène ARAF est situé sur le chromosome X p11.4-11.2 et code pour un 
ARNm de 1821 nucléotides et un peptide de 606 acides aminés. Le gène BRAF, situé sur le 
chromosome 7q34, est composé de 18 exons et code pour un ARNm de 2 949 nucléotides et 
un peptide de 766 acides aminés.  
ARAF, BRAF et CRAF partagent 3 domaines conservés appelés « CR » (Figure 1), dont le 
domaine N-terminal CR1, qui contient le domaine de liaison à RAS et un domaine riche en 
cystéine; le domaine CR2, riche en sérine/thréonine et qui contient un domaine de liaison 14-
3-3; et le domaine C-terminal CR3, qui possède l‘activité kinase et contient un domaine de 
liaison 14-3-3. Comme dans toutes les protéines kinases, la position de l‘ATP (adénosine tri-
phosphate) est déterminée par une boucle fixant le phosphate (boucle-P), très conservée au 
cours de l‘évolution. Il y a 76% d‘homologie entre les séquences d‘acides aminés de BRAF et 
CRAF, et 74% entre BRAF et ARAF
4
. 
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Figure 1: Représentation des 3 domaines structuraux de BRAF. La position de la 
mutation oncogène V600E est indiquée par une flèche rouge. CR : Conserved region, 
RBD : RAS binding domain, CRD : Cystein rich domain (D’après Huang T et al., J 
Hematol Oncol, 2013) 
Les protéines RAF sont des enzymes situées dans la cascade de signalisation cellulaire dite 
des MAP kinases, ou MAPK (Mitogen-activated protein kinases) (Figure 2), une voie 
intracellulaire essentielle pour la croissance, la différentiation et la survie cellulaires
 5
.   
Bien que chaque isoforme joue un rôle dans cette voie de signalisation, BRAF est le principal 
activateur de MEK, la kinase située juste en aval des protéines RAF dans la voie des MAPK.  
BRAF a un rôle majeur de transduction du signal au sein de la voie des MAPK. Dans une 
cellule normale, la voie des MAPK  transforme les divers stimuli extracellulaires tels que 
ceux transmis par les récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs de facteurs de 
croissance, les intégrines ou les récepteurs de cytokines en réponses intracellulaires. Cette 
grande famille de kinases contient principalement trois sous-familles : les MAPK JNK (c-jun 
N-terminal kinase) et ses trois isoformes JNK1, JNK2 et JNK3 ; les MAPK p38 et les formes 
α, β, γ, δ et les MAPK ERK avec ERK1, ERK2, ERK3, ERK4, et ERK5. Ces MAPK régulent 
de façon coordonnée plusieurs processus cellulaires dont la prolifération, la différenciation, la 
mobilité, la réponse au stress et la survie. 
Exprimées de manière ubiquitaire, les MAPK ERK1 et 2 sont rapidement activées à la suite 
d‘une cascade de phosphorylations en réponse à la liaison de facteurs de croissance à leurs 
récepteurs. Bien que le mode d‘activation des récepteurs diffère, les signalisations convergent 
toutes vers l‘activation des protéines RAS. Chez l‘humain, trois gènes RAS codent pour quatre 
protéines hautement homologues (85%) de 21 kDa : HRAS, NRAS, KRAS4A et KRAS4B 
(ces deux dernières étant issues d‘un épissage alternatif). Les protéines RAS activées régulent 
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un réseau complexe d‘effecteurs en aval des récepteurs membranaires présents à la surface 
cellulaire. Sous leur forme active liée au GTP, les protéines RAS recrutent l‘une des trois 
isoformes de RAF (ARAF, BRAF, CRAF). À la membrane, la protéine RAF est activée par 
un jeu de phosphorylation/déphosphorylation, ce qui modifie sa conformation et dévoile des 
sites de dimérisation.  
Cela permet la formation d‘homodimères ou d‘hétérodimères tels que les dimères BRAF-
CRAF qui sont ceux dont l‘activité kinase est la plus puissante6. Ces dimères activent à leur 
tour par phosphorylation les protéines kinases MEK1/2. La présence d‘un domaine d‘export 
nucléaire sur les protéines MEK1/2 permet leur localisation cytoplasmique où elles activent 
par phosphorylation les sérine/thréonine kinases ERK1/2, aussi connues sous le nom de 
p44/p42 MAPK. Une fois activées, les kinases ERK1/2 se détachent de MEK1/2 et 
phosphorylent de nombreux substrats membranaires et cytoplasmiques avant de migrer dans 
le noyau pour y phosphoryler des facteurs de transcription, régulant ainsi l‘expression de 
plusieurs gènes (Figure 2) 
7,8,9,10. 
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Figure 2: La voie des MAPK et ses fonctions cellulaires. 
La voie de signalisation des MAPK est constituée d’un module comprenant les protéines 
RAS, RAF et MEK, activées de façon séquentielle suite à la stimulation cellulaire par 
des facteurs de croissance, par exemple l’EGF. La signalisation aboutit à l’activation des 
MAPK ERK1/2 qui phosphorylent divers substrats membranaires et cytoplasmiques 
avant d’induire leur translocation nucléaire pour y phosphoryler plusieurs facteurs de 
transcription. L’activité de ERK1/2 permet ainsi de contrôler différents processus 
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cellulaires tels que la migration (phosphorylation de FAK, Paxiline et MLCK), la survie 
cellulaire (phosphorylation de Bim et de Mcl1) et la prolifération (phosphorylation de 
ELK-1, de cMyc, de Fra-1). Parmi les gènes induits par l’activation de ERK1/2, certains 
(en rouge), comme ceux codant pour les phosphatases DUSP, vont conduire à la 
déphosphorylation de ERK1/2 créant ainsi une boucle de rétrocontrôle négatif. Parmi 
les protéines de la voie des MAPK, KRAS et BRAF (en vert) font fréquemment l’objet 
de mutations activatrices oncogéniques. (Tiré de Cagnoll et al.) 
  
L‘activité de ERK1/2 est aussi finement contrôlée par des phosphatases spécifiques qui 
déphosphorylent les deux résidus thréonine et tyrosine de la boucle d'activation. Ces 
phosphatases font partie de la famille des DUSP (DUal Specificity Phosphatase). Les DUSP 
ciblant ERK1/2 comprennent DUSP1, DUSP2, DUSP4 et DUSP5 qui possèdent un signal de 
localisation nucléaire NLS, ainsi que la phosphatase cytoplasmique DUSP6 qui possède un 
signal d‘export nucléaire NES (Figure 2) 11,12. 
Ces dernières années, plusieurs études ont démontré que la durée, l‘intensité et la localisation 
cellulaire de l‘activité de ERK1/2 permettaient une grande variété, mais aussi une spécificité 
de réponses cellulaires, aussi bien lors du développement que dans le fonctionnement de 
l‘organisme adulte6,8. Par exemple, il a été clairement établi que l'activation nucléaire 
soutenue de ces kinases est nécessaire à la prolifération cellulaire
13 ,14 ,15
. Le blocage de 
l'activation de ERK par l‘expression de mutants inactifs ou d'un antisens de ERK116 ou par la 
surexpression de DUSP1
17
 inhibe la progression du cycle cellulaire en phase G1. 
Parallèlement, l'activation constitutive de MEK1 réduit le besoin en facteurs de croissance des 
fibroblastes et des cellules épithéliales, permet une croissance autonome et induit la formation 
de tumeurs dans les souris « nude »
14,18,19. À l‘inverse, dans les cellules PC1220, dans les 
cellules musculaires
21
 et dans les cellules pré-adipocytaires
22
, il est maintenant établi qu‘une 
activation plus faible, soutenue et prolongée de ERK est aussi nécessaire à l'induction d'un 
phénotype différencié. Ainsi, selon le contexte cellulaire (et donc selon les facteurs de 
transcription qui s'y trouvent) et l'intensité de la stimulation
23
, l'activation prolongée de ERK 
engagerait la cellule soit dans un programme de prolifération soit dans un programme de 
différenciation. La signalisation de ERK1/2 peut également être impliquée dans le contrôle de 
la migration cellulaire en phosphorylant les protéines MLCK, FAK, Paxiline
24
 ou en 
favorisant l‘expression des métalloprotéases14,25.  
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Enfin, l‘activation de ERK1/2 va favoriser la survie cellulaire en contrôlant l‘expression des 
protéines de la famille Bcl-2
26
 (Figure 2). En conséquence, les anomalies d‘expression de 
RAF ou de l‘activité des kinases en aval ont été associées à la formation de plusieurs types de 
cancers et à différents troubles du développement associant des malformations faciales, des 
troubles cardiaques et des retards de développement
27
. 
 
2. Rôle de BRAF dans la cellule cancéreuse 
 
 
En 2002, la première publication décrivant des mutations somatiques activatrices du gène 
BRAF
28
 dans les cancers en retrouvait dans 59% des mélanomes, 18% des cancers colorectaux, 
11% des gliomes, et 4% des adénocarcinomes pulmonaires et des carcinomes ovariens. 
Toutes les mutations se trouvaient dans l'exon 11 ou 15 de ces tumeurs, et la mutation V600E 
était la plus fréquente (initialement décrite comme V599E). Par la suite, des mutations du 
gène BRAF ont été décrites dans des cancers de la thyroïde
29
, la leucémie à tricholeucocytes
30
 
où elle est retrouvée dans 100% des cas, et le myélome multiple
31
. 
 
La prévalence de la mutation de BRAF dans le mélanome a ultérieurement été évaluée entre 
40 et 60 % des mélanomes
32
. Les mutations de BRAF sont aussi courantes dans le nævus 
mélanocytaire bénin (environ 80% des nævus), laissant supposer qu'elles constituent un 
événement très précoce
33
. Les mutations oncogènes de BRAF entraînent une augmentation de 
la fonction kinase, rendant ainsi la voie RAF-MEK-ERK constitutivement active en l'absence 
de facteurs de croissance spécifiques. 
 
La mutation BRAFV600E, de loin la plus fréquente, affecte de façon importante son activité 
sérine/thréonine kinase. BRAFV600E a une activité catalytique 500 fois supérieure à la 
protéine normale. La conjonction des connaissances biochimiques, génétiques et cellulaires 
associées à la recherche systématique d‘inhibiteurs de kinase depuis le début des années 1980 
a permis de développer des inhibiteurs spécifiques de la forme mutée de BRAF qui sont 
maintenant utilisés chez l‘homme (voir partie I-B). 
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3. Rôle de BRAF dans la sénescence 
 
En plus de son rôle oncogène reconnu, la mutation de BRAF V600E est aujourd‘hui associée 
à la « sénescence induite par l'oncogène», dite « OIS » (oncogene-induced senescence). 
L‘OIS est un mécanisme de protection contre les événements oncogéniques récemment 
identifié
34,35
. Dans le cadre de l‘OIS, l'activation isolée d'un seul oncogène, en l'absence 
d'autres mutations, induit un arrêt du cycle cellulaire et empêche la prolifération anarchique 
des cellules. De cette façon, l‘OIS assure l'élimination des cellules néoplasiques précoces 
avant leur entrée en prolifération, réduisant ainsi le risque de transformation en cancer à 
proprement parler. L‘OIS est associée à des caractéristiques moléculaires distinctes, telles que 
l'expression de p16
Ink4a
, une protéine suppresseur de tumeur, et l'activation d'un transcriptome 
de type pro-inflammatoire. En effet, les cellules porteuses de la mutation BRAFV600E 
produisent une variété de cytokines et chimiokines favorisant la réponse immunitaire de type 
« T helper 1 » (Th1), dont les effets autocrines et paracrines sont cruciaux pour l'induction et 
le maintien du phénotype d‘OIS36. 
 
 
4. Mutations activatrices germinales de la voie des MAPK dans les 
« rasopathies » 
 
Dans le paragraphe I-A-2, nous avons développé le rôle des mutations somatiques activatrices 
de BRAF dans le cancer. Des mutations de BRAF peuvent aussi être germinales, ce qui donne 
lieu à un groupe de syndromes génétiques appelés les « rasopathies »
37
. Les rasopathies 
regroupent l‘ensemble des maladies génétiques secondaires à une mutation germinale de 
gènes codant pour des protéines impliquées dans la voie des MAPK (RAS, RAF, MEK, mais 
aussi NF1, SOS1, SHP2, CBL, p120GAP, SHOC2, et SPRED1). Toutes les rasopathies sont 
représentées dans la figure 3, en rapport avec les protéines de la voie des MAPK pour 
lesquelles des mutations ont été rapportées. Ces mutations germinales sont à l‘origine 
d‘anomalies du développement communes sur le plan phénotypique, bien que certaines 
spécificités puissent être attribuables à tel ou tel gène affecté. Ainsi, tous les patients partagent, 
à degrés variables, un retard mental ou des difficultés d'apprentissage, des malformations 
cardiaques, une dysmorphie faciale, des anomalies cutanées, et, dans certains cas, une 
prédisposition au cancer.  
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 17 
Il est particulièrement intéressant de connaître la symptomatologie des différentes rasopathies 
car elle s‘apparente aux effets secondaires, notamment cutanés, développés par les patients 
traités par inhibiteurs de BRAF. Dans les paragraphes suivants, nous allons développer en 
particulier le syndrome de Noonan, sa variante le syndrome de Noonan avec lentigines 
multiples, et le syndrome cardio-facio-cutané, qui peuvent être secondaires à des mutations 
des protéines RAF. Le syndrome de Costello, lié à des mutations activatrices de RAS, sera 
aussi détaillé en raison de ses caractéristiques cliniques qui rappellent, elles aussi, les effets 
secondaires paradoxaux des inhibiteurs de BRAF sur la peau. Une synthèse clinique de ces 
principaux syndromes, associée à la prévalence des mutations respectives rapportées pour 
chacun, est représentée dans le tableau 1. Mais parmi les rasopathies, il existe aussi la 
neurofibromatose de type 1, le syndrome de malformation capillaire et de malformation 
artério-veineuse, et le syndrome Legius.  
 
 
 
Figure 3 : Les rasopathies sont l’ensemble des maladies génétiques causées par des 
mutations germinales codant pour des protéines impliquées dans la voie des MAPK. Les 
protéines concernées sont représentées dans ce schéma avec le syndrome 
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correspondant indiqué dans les rectangles noirs: NF-1 (Neurofibromatose de type 1), NS 
(Syndrome de Noonan), NSML (Syndrome de Noonan avec multiples lentigines), CM-
AVM (Syndrome de malformation capillaire et de malformation artério-veineuse), CS 
(Syndrome de Costello), CFC (Syndrome cardio-facio-cutané), et syndrome Legius. 
(Tiré de la revue de Katherine A. Rauen, Annual Review of Genomics and Human 
Genetics, 2013) 
 
 
 
a.  Syndrome de Noonan  (NS) 
 
Le NS est une maladie autosomique dominante qui affecte 1 sur 1000 à 2000 nouveau-nés. Il 
est caractérisé par une dysmorphie cranio-faciale comprenant un front large, un 
hypertélorisme, des fentes palpébrales bas-oblique, et des oreilles en rotation postérieure. Les 
autres caractéristiques phénotypiques importantes comprennent des malformations cardiaques, 
un retard de croissance, des troubles de la coagulation, et un degré variable de retard 
neurocognitif
38
. Enfin, les patients atteints de NS ont un risque accru de développer un cancer.  
À l'heure actuelle, sept gènes ont été associés au NS: PTPN11
39
, SOS1
40,41
, CRAF
42,43
, KRAS
44
, 
NRAS
45
, et plus rarement SHOC2
46
, et CBL
47,48
. Tous ces gènes font l‘objet de mutations 
hétérozygotes de la lignée germinale et codent pour des protéines associées à la voie des 
MAPK.  
Le gène le plus communément associé au NS est PTPN11 (Protéine tyrosine phosphatase de 
type non-récepteur 11), dans environ 50% des cas. SHP2, le produit protéique de PTPN1, est 
composé de domaines SH2 N- et C-terminaux et d‘un domaine catalytique « protéine 
tyrosine phosphatase » (PTP). La plupart des mutations faux-sens rapportées affectent les 
acides aminés impliqués dans l'interaction entre les domaines N-SH2 et PTP. Des mutations 
dans cette région perturbent la stabilité de la forme catalytiquement inactive de SHP2, 
empêchant la protéine de passer de sa conformation active à inactive
49 ,50
 ce qui a pour 
conséquence l‘activation de la voie des MAPK.  
Des mutations faux-sens de SOS1 sont la deuxième cause la plus fréquemment retrouvée de 
NS, et représentent environ 15% des cas
51,52
. SOS1 code pour la protéine SOS1, facteur 
d‘échange de nucléotide guanine de RAS (Ras GEF), qui permet à RAS de passer de sa forme 
inactive liée au GDP à sa forme active liée au GTP. La majorité des mutations faux-sens de 
SOS1 affectent des codons impliqués dans la stabilisation de la protéine dans sa conformation 
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inactive. Ces mutations confèrent un gain de fonction SOS1, d‘où l‘augmentation de la forme 
active de RAS, et l‘activation de la voie des MAPK.  
Les mutations activatrices de KRAS, NRAS ou CRAF sont des causes plus rares de NS
53,54,55
. 
Les mutations de CRAF se regroupent dans deux régions: la région conservée 2 (à proximité 
de la S259) et la région conservée 3 (autour du segment d'activation). Ces mutations 
entraînent un gain de fonction de CRAF par la phosphorylation des résidus S259 et S621.  
Une autre cause rare de NS est la mutation du gène suppresseur de tumeur CBL (Casitas B-
lineage Lymphoma). CBL code pour une ubiquitine ligase E3 qui régule négativement la voie 
des MAPK au niveau de l‘ubiquitination des RTK (Récepteurs à activité Tyrosine Kinase)56. 
CBL médie la liaison de l'ubiquitine avec le RTK activé, qui est nécessaire à l'internalisation 
du récepteur et sa dégradation. Parce que les mutations de CBL réduisent le recyclage des 
RTK activés, ils ont un effet global d'activation de la voie des MAPK. 
 
 
b. Syndrome de Noonan avec Lentigines multiples (NSML) 
 
Le  NSML (anciennement dénommée syndrome LEOPARD) est une maladie génétique rare à 
transmission autosomique dominante. Les individus présentent des caractéristiques cranio-
faciales de NS associées à de multiples lentigines, des anomalies de l'électrocardiogramme, un 
hypertélorisme, une sténose de la valve pulmonaire, des anomalies des organes génitaux, un 
retard de croissance, et une surdité. Le NSML et le NS sont causés par des mutations faux-
sens hétérozygotes dans les gènes PTPN11
57 , 58
 et CRAF
59
. Les mutations les plus 
fréquemment associées au NSML affectent les acides aminés du domaine catalytique PTP de 
PTPN11, et se traduisent par une activité catalytique réduite de SHP2 in vitro, ce qui 
provoque une perte de fonction
60
. Cependant, un modèle in vivo chez la drosophile a 
démontré que l'activité catalytique résiduelle de la protéine SHP2 mutante dans la NSML est 
suffisante pour produire un phénotype de gain-de-fonction en raison de la dérégulation de la 
protéine, provoquant une activation continue de la voie des MAPK au cours du 
développement
61
.  
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c. Syndrome cardio-facio-cutané (CFC) 
 
Le CFC, comme le CS, est rare, et partage beaucoup de caractéristiques phénotypiques avec le 
NS et le CS. Les patients atteints de CFC ont une dysmorphie faciale rappelant celle du NS, 
avec une macrocéphalie, un front large, une hypoplasie des arcades sourcilières, des fentes 
palpébrales bas-obliques avec ptosis, un nez court avec un cartilage déprimé et des narines 
antéversées, un palais ogival, et des oreilles en rotation postérieure. Des anomalies 
ectodermiques se présentent sous forme de cheveux clairsemés, bouclés, de sourcils et les cils 
clairsemés, d‘hyperkératose, de kératose pilaire, d‘hémangiomes, d'ichtyose, et 
d‘efflorescence naevique62. Des anomalies cardiaques similaires à celles du NS et du CS, sont 
aussi observées. Les anomalies musculo-squelettiques sont fréquentes, tout comme des 
anomalies oculaires, dont le strabisme, le nystagmus, la myopie, l'hypermétropie et 
l'astigmatisme. Un retard de croissance est typique dans la petite enfance, de même que les 
reflux, les vomissements, l'aversion orale, et la constipation. Des anomalies neurologiques 
sont toujours présentes à degrés variables, et comprennent une hypotonie, un retard moteur, 
des convulsions, un retard de langage, et / ou des troubles d'apprentissage
63
.  
 
Quatre gènes ont été associés au CFC: BRAF, MAP2K1 (MEK1), MAP2K2 (MEK2), et 
KRAS
64 , 65
. Des mutations hétérozygotes de BRAF sont présentes dans environ 75% des 
patients atteints de CFC chez qui une mutation a été identifiée. La majorité des mutations de 
BRAF associées au CFC diffèrent de la mutation V600E retrouvée de façon somatique dans 
les cancers. La majorité des mutations de BRAF se trouvent dans le domaine riche en cystéine 
de l'exon 6 et dans le domaine kinase, avec comme mutation la plus fréquente la Q257R 
(Figure 4). Des analyses fonctionnelles in vitro de ces mutations de BRAF ont démontré que 
la plupart entrainaient une activité kinase accrue; mais il existait quelques protéines mutantes 
dont l‘activité kinase était réduite. Cependant une diminution de l‘activité kinase de BRAF 
peut indirectement avoir un rôle activateur de la voie des MAPK par CRAF
66
. D'autres études 
in vivo des mutations du CFC ont démontré que les mutations augmentant l‘activité kinase de 
BRAF, tout comme celles qui la réduisent, entraînent  un phénotype similaire de dérégulation 
de la voie des MAPK dans un modèle de poisson-zèbre
67
.  
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Figure 4 : Localisation des mutations de BRAF identifiées dans les cancers (mutations 
somatiques), par opposition au syndrome cardio-facio-cutané (mutations germinales). 
(D’après Schubbert et al., Nature Reviews Cancer 2007) 
 
Des mutations faux-sens hétérozygotes de MAP2K1 (MEK1) et MAP2K2 (MEK2) sont 
présentes dans environ 25% des individus atteints de CFC chez lesquels une mutation causale 
a été identifiée. MEK1 et MEK2 ont la capacité de phosphoryler et activer ERK1 et ERK2. 
Les études fonctionnelles des protéines MEK mutantes du CFC ont montré qu‘elles sont 
toutes activatrices.  
Le CFC est transmis de manière autosomique dominante, mais la grande majorité des cas 
résultent d'une mutation dominante de novo. Bien que les mutations causant le CFC soient 
toutes impliquées dans la voie oncogène bien connue des MAPK, il est encore difficile de 
savoir si les individus avec un CFC sont à un risque accru de tumeurs malignes. Ce risque 
semble cependant inférieur à celui de la NF-1, du NS, et du CS
68
.  
 
 
d. Syndrome de Costello (CS) 
 
Le CS est une rasopathie dont beaucoup de caractéristiques sont communes avec les autres 
syndromes décrits ci-dessus. Les patients atteints du CS présentent une dysmorphie cranio-
faciale caractéristique; un retard de croissance, en particulier dans la période néonatale; des 
anomalies cardiaques, musculo-squelettiques, ectodermiques, et oculaires; une hypotonie; et 
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un retard neurocognitif variable
69
. Des caractéristiques phénotypiques apparaissent dès la 
période périnatale avec un hydramnios in utero, des naissances prématurées et un poids de 
naissance augmenté. Les traits du visage sont grossiers et incluent généralement une 
macrocéphalie avec un front proéminent, un épicanthus, des fissures palpébrales bas-obliques, 
un nez court avec un cartilage déprimé et une large base, et des oreilles en rotation postérieure 
avec des reliefs et des lobes épaissis. Les joues peuvent être pleines et la bouche grande aux 
lèvres charnues. Des manifestations dermatologiques aident au diagnostic clinique, avec une 
peau douce aux rides marquées, et avec des plis palmo-plantaires profonds. La plupart des 
individus ont des anomalies cardiaques, comme une cardiomyopathie hypertrophique, des 
anomalies valvulaires ou septales, et une arythmie
70
. Un retard de croissance et des 
dysfonctionnements digestifs tels que des reflux, l'aversion orale, et une constipation sont 
typiques de la petite enfance.  
Le CS est causé par des mutations hétérozygotes germinales activatrices de HRAS
71
. Plus de 
80% des sujets sont porteurs de la mutation G12S; la deuxième mutation la plus fréquente 
étant la mutation G12A.  
Ces substitutions provoquent une réduction de l'activité GTPase intrinsèque et GAP-induite, 
résultant en une activation de RAS
72. D‘autres mutations HRAS moins fréquentes peuvent 
également se produire, ce qui peut entraîner un phénotype atypique. Il est intéressant de noter 
que les acides aminés 12 et 13, les plus couramment mutés dans le CS, sont également les 
plus fréquemment mutés dans les cancers RAS-mutés. Tous cancers confondus, les mutations 
de RAS dans les codons 12, 13 ou 61 sont présentes dans environ 20% des tumeurs
73
.  
Comme dans la plupart des autres rasopathies, les individus avec un CS sont à risque accru de 
tumeurs bénignes et malignes. Des tumeurs bénignes fréquemment observées dans le CS, et 
très évocatrices de ce syndrome, sont des papillomes cutanés
74
, qui sont observés dans ~ 72% 
des individus CS, dès l‘enfance. Ces papillomes sont souvent observés sur le nez, bien qu'ils 
puissent se développer n'importe où sur le corps. Des tumeurs malignes peuvent aussi se 
développer, comme le rhabdomyosarcome, le carcinome urothélial, et le neuroblastome
75
.  
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Tableau 1 : Résumé des caractéristiques cliniques des syndromes de Noonan, cardio-
facio-cutané et de Costello, avec la fréquence des mutations respectives représentée sous 
forme de graphe, sous chaque tableau clinique. (D’après le Pr H. Cavé, Service de 
génétique moléculaire de l’Hôpital Robert Debré, Paris.) 
Syndrome  
de Noonan 
Syndrome  
cardio-facio-cutané 
Syndrome  
de Costello 
   
PTPN11 BRAF 
HRAS 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 24 
 
 
B. Les inhibiteurs de BRAF et de MEK 
 
1. Traitement du mélanome 
 
 
L'identification de mutations du gène BRAF dans les mélanomes a fait naître un grand espoir 
de pouvoir utiliser des thérapies capables de bloquer la fonction de la protéine BRAF et de 
pouvoir ainsi découvrir la première thérapie ciblée du mélanome. Deux types d'inhibiteurs de 
BRAF ont été développés et testés dans le mélanome avancé: Les inhibiteurs de BRAF de 
type 1 se lient et inhibent la conformation active de la kinase BRAF, et les inhibiteurs de 
BRAF de type 2 se lient à la conformation inactive de la kinase (Tableau 2)
76
.  
 
Tableau 2 : Inhibiteurs de BRAF  
 
Nom de l’inhibiteur Etat d’avancement clinique 
Inhibiteurs de BRAF, de type 1  
Vemurafenib (PLX4032) 
  
Essais de phase I, II, et III terminés 
Dabrafenib (GSK2118436)  
 
Essais de phase I, II, et III terminés 
Encorafenib (LGX818)  
 
Essai de phase I en cours de recrutement 
(NCT01436656)  
GDC0879  Etudes précliniques uniquement
77
 
Pas de développement clinique prévu 
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Inhibiteurs de BRAF, de type 2  
XL281/BMS908662  Essai de phase I terminé
78
 
RAF265 
 
Essai de phase I terminé
79
  
Sorafenib  
 
Essais de phase I, II, et III terminés
80,81
 
 
Note: Seuls les essais cliniques en monothérapie sont représentés – d’autres essais 
cliniques d'inhibiteurs de BRAF (vemurafenib, dabrafenib, BMS908662, RAF265, et 
sorafenib) combinés à d'autres traitements systémiques sont terminés ou en cours. 
 
 
A- Les inhibiteurs de BRAF non sélectifs (de type 2)  
 
Les premières tentatives ciblant la protéine BRAF mutée avec des inhibiteurs de type 2 n'ont 
pas réussi à démontrer d'efficacité clinique. Cela pourrait être lié à l'inhibition non sélective 
de la kinase, qui a entraîné une toxicité significative à des doses bien inférieures à celles 
requises pour inhiber la voie des MAPK. Ce n‘est qu‘avec le développement des inhibiteurs 
plus spécifiques de la protéine BRAF mutée que le bénéfice thérapeutique est apparu.    
 
 
1°) Sorafenib  
 
Le sorafenib était en cours de développement pour le traitement du cancer du foie et du rein 
avant même l'identification de mutations du gène BRAF dans les mélanomes. Le sorafenib se 
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lie aux protéines CRAF, BRAF sauvage, et BRAF mutée, avec peu de sélectivité quelle que 
soit l‘isoforme. Il inhibe aussi d'autres kinases, y compris le récepteur du facteur de croissance 
de l'endothélium vasculaire 2 (VEGFR2), le récepteur du facteur de croissance de 
l'endothélium vasculaire 3 (VEGFR3), le récepteur du facteur de croissance dérivé des 
plaquettes (PDGFR), p38 MAPK, FLT, CKIT, FMA et RET
82
.  
 
Les essais cliniques de phase II conduits chez des patients atteints de mélanome métastatique 
n'ont pas démontré d'efficacité du sorafenib en monothérapie, et les analyses 
pharmacodynamiques suggèrent que seule une inhibition partielle de la signalisation de BRAF 
a été obtenue à la dose maximale tolérée
83
. Malgré cela, un essai de phase I / II dans lequel le 
sorafenib a été donné en association avec le carboplatine et le paclitaxel (CP) a montré un 
taux de réponse et une PFS (survie sans progression) allongés par rapport à une 
chimiothérapie standard chez des patients atteints de mélanome métastatique
84
. Deux essais 
de phase III randomisés comparant la combinaison de CP et du sorafenib avec celle de CP et 
du placebo n'ont montré aucun bénéfice pour le bras CP et sorafenib
85,86
.  
 
A ce jour, aucune étude n'a détecté de corrélation entre le génotype du gène BRAF (muté ou 
sauvage) et la réponse au sorafenib, aussi bien en monothérapie qu‘en combinaison avec une 
chimiothérapie.  
 
 
2°) RAF265  
 
RAF265 est une autre petite molécule inhibitrice de multiples kinases dont BRAF (sauvage ou 
muté), CRAF, VEGFR2, et PDGFR, avec une plus grande inhibition vis-à-vis de 
BRAFV600E et VEGFR2. Contrairement au sorafenib, RAF265 est un inhibiteur plus 
puissant de BRAF muté que de BRAF sauvage
87
. Des modèles de xénogreffes ont donné des 
réponses impressionnantes sur des tumeurs à la fois avec ou sans mutation de BRAF
88
, mais 
un essai de phase I conduit chez des patients atteints de mélanome métastatique BRAFV600- 
ou BRAF sauvage a été décevant, avec des taux de réponse limités à 16% et 13% 
respectivement
89
.  
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B- Les inhibiteurs de BRAF sélectifs (de type 1)  
 
Les résultats les plus prometteurs chez les patients atteints de mélanome BRAFV600- ont été 
observés avec des médicaments conçus pour cibler sélectivement la forme mutée et activée de 
la kinase BRAF. Ces inhibiteurs de type 1 se lient au domaine de liaison à l‘ATP de BRAF 
V600-, inhibant ainsi son activité kinase et la voie MAPK en aval, à des doses bien inférieures 
à la dose maximale tolérée
90,91
. Deux médicaments, le vemurafenib et le dabrafenib ont 
obtenu l‘AMM (autorisation de mise sur le marché) en France en 2012 et 2013, 
respectivement, et un troisième est en cours de développement, le LGX818 (encorafenib). Ces 
inhibiteurs sont associés à des toxicités spécifiques telles que la formation de carcinomes 
épidermoïdes cutanés secondaires
92
 (sujet traité au chapitre I-D) et le développement rapide 
de mécanismes de résistance.  
 
 
1°) Vemurafenib  
 
Le premier inhibiteur sélectif de BRAF à avoir été testé en essais cliniques est le vemurafenib 
(PLX4032). Huit ans après la découverte et la caractérisation des mutations du gène BRAF 
dans le mélanome, le premier essai clinique de phase I testant le vemurafenib chez 81 patients 
atteints de mélanome a été mené par Flaherty et al.
93
 Parmi les 32 patients atteints de 
mélanome qui ont été traités avec la dose recommandée par la suite en phase II, 24 patients 
ont connu une réponse partielle (PR) et 2 patients ont eu une réponse complète (CR). En 2011, 
Chapman et al
94
 ont publié les résultats de l‘essai de phase III, randomisé, comparant le 
vemurafenib à la dacarbazine chez des patients porteurs de la mutation V600E. Cet essai a été 
interrompu de façon anticipée suite à l‘analyse intermédiaire de décembre 2010, qui a mis en 
évidence une supériorité du vemurafenib à la fois en termes de survie globale (OS) et en PFS. 
Les taux de réponse (PR ou CR) ont approché 48% dans la cohorte traitée par vemurafenib 
versus 5% dans la cohorte traitée par dacarbazine. Suite à cette publication, le vemurafenib a 
été approuvé comme traitement de première intention des patients atteints de mélanome 
métastatique muté BRAFV600-. 
 
Avec un recul plus important, l‘analyse des résultats de cet essai de phase III, a confirmé 
l‘importante différence des taux de OS (13,2 mois [IC à 95%, de 12,0 à 15,0] en faveur du 
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vemurafenib par rapport aux 9,6 mois [IC 95%, 7.9 à 11.8] de la dacarbazine) avec 55% des 
patients encore en vie après 12 mois pour le vemurafenib versus 43% pour la dacarbazine
95
. 
 
Dans les essais de phase II et III, le vemurafenib a aussi démontré une efficacité sur des 
patients porteurs d‘une mutation BRAFV600K (n=20, 4% de la population totale de l'étude)96. 
Le taux de réponse semble inférieur à celui des patients porteurs de tumeurs mutées 
BRAFV600E. Il existe des preuves anecdotiques de l'activité du vemurafenib dans des 
tumeurs porteuses d'autres mutations de BRAF (y compris BRAFV600R et BRAFV600D), et 
un essai visant à étudier formellement son activité sur les mélanomes BRAF mutés non 
V600E est en cours (NCT01586195).  
 
 
2°) Dabrafenib  
 
Le dabrafenib (GSK2118436) est un inhibiteur réversible, puissant et compétitif de 
l'adénosine triphosphate qui inhibe sélectivement la kinase BRAFV600E. La concentration du 
médicament nécessaire pour inhiber 50% de l‘activité de kinase de BRAFV600E (CI50) est 
cinq fois inférieure à celle de BRAF sauvage ou de CRAF
97
. Les études précliniques ont 
démontré que le dabrafenib inhibait la voie des MAPK dans les cellules de mélanome 
BRAFV600E, et permettait d‘obtenir une régression tumorale de xénogreffes en modèle 
murin. 
Le dabrafenib et le vemurafenib partagent de nombreux attributs, dont leur activité clinique et 
leur toxicité de classe. Toutefois, des différences entre ces médicaments existent en ce qui 
concerne l‘inhibition des kinases RAF, et la toxicité. 
 
Le vemurafenib et le dabrafenib sont plus sélectifs pour BRAF muté que les autres kinases, y 
compris BRAF sauvage. Le vemurafenib a une activité similaire pour l'inhibition de CRAF 
(CI50 48 nM) et BRAFV600E (CI50 31 nM), tandis que dabrafenib inhibe moins CRAF 
(CI50 5 nM contre 0,6 nM pour BRAFV600E)
98
. Les ratios de CI50 pour CRAF et 
BRAFV600E par rapport à celui de BRAF sauvage sont 0,5 et 0,3, respectivement, pour le 
vemurafenib et 0,4 et de 0,05, respectivement, pour le dabrafenib
99
, ce qui indique que le 
dabrafenib est un inhibiteur de BRAFV600E plus sélectif que le vemurafenib. En outre, le 
dabrafenib a une activité similaire pour l'inhibition de BRAFV600E et BRAFV600K. 
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Dans l‘essai de phase III randomisé comparant le dabrafenib à la dacarbazine, le dabrafenib a 
allongé la survie sans progression de façon considérable (5,1 vs 2,7 mois pour la dacarbazine; 
HR, 0,30; IC 95%, 0,18 à 0,51; P <0,0001)
100
. La survie globale n‘a pas été analysée en raison 
d‘un cross over possible (c‘est-à-dire que les patients randomisés dans le bras dacarbazine 
avaient la possibilité d‘être traités par dabrafenib en cas de progression tumorale sous 
dacarbazine), mais la tendance observée était malgré tout en faveur du dabrafenib.  
 
 
3°) Encorafenib 
 
L‘encorafenib, ou LGX818, est un inhibiteur de BRAF de type 1 encore en cours d‘essais 
cliniques, à la fois en monothérapie (NCT01436656) et en combinaison avec d'autres 
thérapies ciblées (NCT01543698). Les études précliniques ont montré que l‘encorafenib 
n‘inhibait pas la croissance de plus de 400 lignées cellulaires exprimant BRAF sauvage, mais 
permettait d‘obtenir une diminution forte et prolongée de pMEK (supérieure à 24 heures) dans 
des modèles murins de xénogreffes de mélanome humain BRAFV600E
101
.  
 
 
C- L‘association des inhibiteurs de BRAF avec les inhibiteurs de MEK 
 
1°) Trametinib 
 
D'autres thérapies ciblées inhibitrices de MEK ont été étudiées dans le mélanome BRAF muté. 
Elles ont été conçues pour inhiber la voie des MAPK en aval de BRAF. Le développement 
des inhibiteurs de MEK a commencé avant celui des inhibiteurs de BRAF, mais ils avaient 
montré un effet limité dans les premiers essais où le statut BRAF des patients atteints de 
mélanome était inconnu. Des résultats impressionnants ont été obtenus dans les études plus 
récentes menées chez des patients atteints de mélanome BRAF muté.  
 
Le trametinib (GSK1120212) est à ce jour l'inhibiteur de MEK le mieux étudié dans le 
mélanome BRAF muté. Un essai de phase I a montré son activité significative dans le 
mélanome BRAF muté, avec peu d'activité chez les patients BRAF sauvage
102
, tandis qu'un 
essai de phase II chez des patients mutés BRAF V600E / K avec ou sans traitement inhibiteur 
de BRAF préalable n‘a démontré qu‘une efficacité médiocre lorsque le trametinib était 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 30 
administré après échec d‘un inhibiteur de BRAF103. Un essai de phase III mené chez des 
patients ayant reçu au maximum une ligne de traitement a démontré un taux de réponse de 
22% et une PFS médiane de 4,8 mois, comparativement à une réponse de 8% et une PFS de 
1,4 mois chez les patients traités par chimiothérapie (DTIC ou paclitaxel). Les données de 
survie globale étaient difficiles à analyser car les patients qui progressaient sous 
chimiothérapie étaient autorisés à recevoir le trametinib (cross-over) mais elles montraient 
tout de même une tendance vers un bénéfice du trametinib avec un HR de 0,54 (IC 95%, 0,32 
à 0,92, P = 0,01). Le taux de survie à 6 mois dans la population en intention de traiter était de 
81% dans le groupe trametinib contre 67% dans le groupe chimiothérapie, malgré le 
« crossing-over » qui a permis à 47% des patients du groupe chimiothérapie d‘être traités par 
trametinib après progression de la maladie
104
. La toxicité des inhibiteurs de MEK se manifeste 
par des éruptions cutanées (notamment acnéiformes), de l'hypertension, de la diarrhée, de 
l'œdème, de l‘insuffisance cardiaque, des troubles oculaires rares (choriorétinopathie), et des 
élévations des enzymes créatine kinases. La plupart des toxicités étaient peu sévères et n'ont 
pas nécessité d'arrêt du médicament.  
 
Les résultats de l'essai indiquent que le trametinib n'est pas aussi efficace que le dabrafenib ou 
le vemurafenib, mais qu‘il peut faire preuve d‘une certaine activité en monothérapie.  
 
 
2°) Association dabrafenib et trametinib 
 
Une stratégie efficace s'appuyant sur l‘efficacité du dabrafenib et du trametinib en 
monothérapie a été de combiner ces agents (CombiDT), dans le but d'améliorer encore les 
taux de réponse et de retarder l‘apparition de mécanismes de résistance. Comme les deux 
médicaments ciblent la voie des MAPK, leur combinaison peut éviter, ou du moins, retarder, 
la résistance acquise impliquant en particulier la réactivation de cette voie. La combinaison 
des deux médicaments permet aussi de réduire la toxicité de chaque médicament lorsqu'il est 
administré individuellement (en particulier les toxicités cutanées).  
 
L‘essai de phase initiale I / II portant sur des patients atteints de mélanome métastatique 
BRAFV600E / K comportait plusieurs cohortes
105
. Ces cohortes portaient sur l‘interaction 
médicamenteuse (partie A), l‘escalade de dose et l‘extension de cohorte (partie B), et une 
grande cohorte randomisée (partie C). Dans la partie C, les patients ont été randomisés 1:1:1 
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pour CombiDT à une dose de 150 mg 2 fois par jour de dabrafenib et de 1 mg par jour de 
trametinib, CombiDT à une dose de 150 mg 2 fois par jour de dabrafenib et de 2 mg par jour 
de trametinib, ou dabrafenib en monothérapie (150 mg 2 fois par jour). L'analyse des données 
de cette partie C, portant sur les patients randomisés dans le bras combinant inhibiteur de 
BRAF et inhibiteur de MEK, a mis en évidence un taux de réponse de 76% chez ceux 
recevant CombiDT à la dose de 150/2, nettement plus élevé que celui des patients recevant le 
dabrafenib en monothérapie (54%, p = 0,026). De plus, la PFS médiane de 9,4 mois chez ceux 
recevant CombiDT à la dose 150/2 était significativement plus longue que dans le bras 
dabrafenib seul (5,8 mois; HR, 0,39; P, 0,0001). Ces résultats sont meilleurs que ceux 
rapportés dans les essais phase III précédents, testant le dabrafenib et le trametinib en 
monothérapie. En outre, dans la cohorte d'extension de la partie B, les patients présentant une 
progression de la maladie sous inhibiteur de BRAF, ont bénéficié d‘un taux de réponse 
beaucoup moins élevé, évalué à 19% avec le traitement CombiDT
106
. La plupart des toxicités 
de cette combinaison ont été légères. Notamment, les toxicités cutanées comme 
l'hyperkératose, les carcinomes épidermoïdes, les kérato-acanthomes, et les éruptions cutanées 
ont été considérablement réduites, et il semble y avoir aussi une réduction des toxicités 
propres au trametinib telles que la diarrhée et l'hypertension comparativement aux essais 
testant le trametinib en monothérapie. La toxicité la plus courante était la fièvre, survenant 
chez environ 70% des patients (5% de grade 3/4) recevant CombiDT à la dose de 150/2 - 
beaucoup plus fréquente qu'avec le dabrafenib en monothérapie. Les mécanismes sous-jacents 
de ces hyperthermies restent mal compris, mais la fièvre survient généralement tôt, souvent 
sous forme d‘un épisode isolé, peut être gérée avec une brève interruption du traitement et 
dans les cas récurrents une prophylaxie par corticoïdes, ne nécessitant le plus souvent pas de 
réduction de dose
107
. Cette fièvre ne semble pas liée à la charge tumorale ou à la réponse au 
traitement. 
 
Deux essais de phase III comparant CombiDT à la dose de 150/2 avec le dabrafenib (essai 
COMBI-d : NCT01584648) ou le vemurafenib (essai COMBI-v : NCT01597908) 
respectivement en monothérapies ont été conduits et les résultats sont connus
108,109
. Ils ont 
montré un bénéfice en termes de taux de réponse (RR), de PFS et de OS : COMBI-d : RR : 
67% vs 51%, PFS : 9.3 mois vs 8.8 mois pour le dabrafenib seul (HR : 0.75); COMBI-v : 
RR : 64% vs 51%, PFS : 11.4 mois vs 7.3 mois pour le vemurafenib seul. L‘OS est 
significativement supérieure à celle du vemu qui est de de 17.2 mois mais la médiane pas 
encore atteinte (HR : 0.69, donc 31% de réduction du risque de mourir). Dans ce dernier essai, 
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dont l‘objectif principal était d‘évaluer la survie globale, le bénéfice de survie est significatif  
avec un HR de 0.69 entre les deux groupes de traitement, la survie globale médiane observée 
avec le vemurafenib étant de 17.2 mois et celle de la combinaison dabrafenib + trametinib, 
non encore atteinte à ce jour après 11 mois de suivi médian. Ces résultats vont très 
probablement  conduire au remplacement de la monothérapie par inhibiteur de BRAF au 
profit de la combinaison d‘inhibiteurs de BRAF et de MEK comme traitement de première 
ligne pour mélanome BRAF muté. 
 
 
2. Traitement des autres types de cancers mutés BRAF 
 
Bien qu‘une efficacité théorique des inhibiteurs de BRAF soit attendue dans tout type de 
cancer porteur de la mutation BRAFV600E, leur efficacité anti-tumorale en pratique est 
variable d‘un type tumoral à l‘autre. Les essais cliniques de phase précoce et quelques cas 
cliniques isolés ont montré des réponses dans le cancer du poumon non à petites cellules muté 
BRAFV600E, dans le cancer papillaire différencié de la thyroïde (PTC), dans la leucémie à 
tricholeucocytes et plus récemment dans le Xanthoastrocytome Pléomorphe Anaplasique 
(PXA). Cependant, aucune différence significative de la survie sans progression n‘a été 
observée dans le cancer colorectal avec le vemurafenib en monothérapie.  
 
 
a. Adénocarcinome colorectal  
 
L‘adénocarcinome colorectal (CRC) est le troisième cancer le plus fréquemment diagnostiqué 
chez les hommes et les femmes et a conduit à plus de 50 830 décès aux Etats-Unis en 2013
110
. 
Son fort taux d‘incidence dans les pays industrialisés, favorisé par les nouveaux modes de vie 
(alimentation, sédentarité, …), fait de ce cancer un enjeu majeur de santé publique. Des 
mutations du gène KRAS ont été découvertes en 1983 et sont utilisées comme biomarqueur 
pour prédire la réponse aux anticorps monoclonaux anti-EGFR chez les patients atteints de 
CRC métastatique
111,112
. Bien que des mutations du gène KRAS soient couramment observées 
dans les CRC avec une fréquence proche de 40%, des mutations d‘autres gènes comme BRAF, 
PIK3CA, et PTEN ont été décrites
113
. En 2002, des mutations de BRAF ont été rapportées 
dans les CRC par Yuen et al
114
 avec une prévalence de 5,1%. Puis une autre étude a détecté 
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des mutations de BRAF dans 78 des 513 CRC testés (15,2%), et les études de patients atteints 
de maladie métastatique rapportent une prévalence de 7,9% à 8,7%
115,116,117
, ces mutations 
étant localisées presque exclusivement codon 600, comme dans le cancer de la thyroïde et le 
mélanome, par opposition à l'adénocarcinome pulmonaire. Dans de multiples études, la 
mutation de BRAF est mutuellement exclusive avec les mutations de KRAS ou de 
PIK3CA
118,119
.  
 
L'expérience clinique des inhibiteurs de BRAF dans les CRC suggère des différences de 
réponses significatives par rapport au mélanome. Kopetz et al.
120
 ont rapporté les résultats 
d‘une essai de phase I testant le vemurafenib chez 21 patients atteints de CRC métastatique, 
avec 1 PR confirmée sur 19 patients évaluables.  
 
Plusieurs études ont par la suite recherché l'étiologie de cette résistance primaire intrinsèque 
aux inhibiteurs de BRAF chez les patients atteints de CRC. En comparant des lignées 
cellulaires de CRC BRAF mutées par rapport à celles de mélanome, Mao et al
121
 ont observé 
des niveaux accrus d‘activation de PI3K / Akt et des niveaux moindres d'activation de MEK. 
L‘inhibition couplée de BRAF et PI3K a permis l'inhibition synergique de la croissance des 
lignées cellulaires de CRC. Les auteurs ont également rapporté que l'utilisation de la 5-
azacytidine (un agent déméthylant) diminue l'expression de phospho-Akt et produit une plus 
grande inhibition de croissance de toutes les lignées cellulaires de CRC en combinaison avec 
le vemurafenib par rapport au vemurafenib seul. Prahallad et al
122
 ont récemment démontré 
que les lignées cellulaires de CRC mutées BRAF traitées par vemurafenib activent EGFR, et 
l‘association du vemurafenib avec un inhibiteur d‘EGFR (cetuximab ou gefitinib), produit une 
inhibition synergique de la croissance des lignées cellulaires et des xénogreffes tumorales sur 
souris.  
 
En raison de cette expérience clinique décevante des inhibiteurs de BRAF en monothérapie 
dans les CRC, et des données précliniques récentes, des stratégies thérapeutiques 
combinatoires seront nécessaires pour améliorer les résultats chez les patients atteints de CRC 
BRAF-muté.  
 
Ainsi, des essais cliniques visant à la fois BRAF et EGFR sont en cours, dont une étude pilote 
testant le vemurafenib en association avec le panitumumab (NCT01791309) et une étude de 
phase I/II combinant le dabrafenib avec ou sans trametinib et le panitumumab 
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(NCT01750918). Deux essais de phase I/II combinant l‘inhibition de la voie PI3K et de 
BRAF sont en cours, le premier testant l‘inhibiteur de BRAF encorafenib avec ou sans 
l'inhibiteur de PI3K BYL719 associé au panitumumab (NCT01719380), et le second testant le 
dabrafenib combiné à l'inhibiteur de Akt GSK214795 (NCT01902173).  
 
 
b. Cancer différencié papillaire de la thyroïde  
 
C‘est l‘équipe de Kimura et al. qui a été la première à mettre en évidence des mutations du 
gène BRAF dans les cancers différenciés papillaires de la thyroïde
123
. Ainsi, 28 des 78 patients 
testés, atteints d‘un cancer papillaire de la thyroïde (35,8% des PTC), étaient porteurs de la 
mutation BRAFV600E indépendamment des mutations RET et RAS. A l‘inverse, aucune 
mutation de BRAF n‘a été détectée dans de petites cohortes de cancers folliculaires de la 
thyroïde ou carcinomes à cellules de Hürthle. Comme dans le mélanome, la majorité des 
mutations de BRAF dans le PTC se produit au niveau du codon 600, bien que de rares 
mutations aient été décrites dans les codons avoisinants
124
. 
 
La mutation BRAFV600E serait prédictive d‘une évolution clinique plus agressive chez les 
patients atteints de PTC
125,126,127
. De plus, les mutations de BRAF rendraient les tumeurs 
moins sensibles aux traitements itératifs par iode radioactif en cas de maladie récurrente
128
.  
 
Une large étude rétrospective comportant 1849 patients atteints de PTC a trouvé un taux de 
mortalité globale augmenté chez les patients porteurs de la mutation V600E (12,87 décès pour 
1000 personnes/an; IC 95%, 9,61 à 17,24) par rapport aux patients non porteurs de la 
mutation (2,52 décès pour 1000 personnes/an; IC 95%, 1,40 à 4,55) avec un HR de 2,66 (IC 
95%, 1,30 à 5,43) après ajustement par rapport à l'âge au diagnostic, au sexe, et au centre 
médical
129
. Toutefois, dans la même étude, lorsque d'autres facteurs associés à un mauvais 
pronostic, y compris les métastases ganglionnaires, l‘invasion extra-thyroïdienne, et les 
métastases à distance, étaient inclus dans le modèle, la mutation de BRAF n'était plus associée 
à une mortalité accrue.  
 
L‘étude préclinique des inhibiteurs de MEK et de BRAF dans des lignées cellulaires de 
cancer de la thyroïde, et l‘expérience clinique de l'utilisation de ces médicaments dans le 
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mélanome, ont conduit à essais cliniques ciblant la voie des MAPK chez des patients atteints 
de cancer de la thyroïde
130,131,132
.  
 
Dans une étude de phase II testant le sorafenib dans le cancer de la thyroïde métastatique, 6 
patients sur 41 atteints de PTC ont connu une PR d‘une durée médiane de 7,5 mois, alors 
qu'aucun des 17 patients avec un autre type de cancer de la thyroïde n‘a eu de PR133. 
 
Dans l‘essai de phase I publié par Falchook et al.91, 3 patients sur les 9 évaluables et atteints 
de PTC avec mutation V600E, ont connu une PR sous dabrafenib en escalade de dose.  
 
En 2013, Montero-Conde et al. ont montré que la majorité des lignées cellulaires de cancer de 
la thyroïde BRAF-mutées sont insensibles au vemurafenib, principalement en raison d'une 
activation de la signalisation HER2 / HER3 ligand-dépendante, induite par rétroaction
134
. 
 
Des essais cliniques dans les cancers de la thyroïde testent actuellement le dabrafenib avec ou  
sans trametinib (NCT01723202), le vemurafenib en néoadjuvant chez les patients avec cancer 
de la thyroïde localement avancé (NCT01709292), et le dabrafenib comme radiosensibilisant 
à l'iode radioactif pour des patients atteints de cancer de la thyroïde BRAF-muté 
(NCT01534897).  
 
 
 
c. Cancer pulmonaire non à petites cellules (NSCLC) 
 
Contrairement au mélanome, au PTC, et à la leucémie à tricholeucocytes, dans lesquels la 
plupart des mutations de BRAF sont de type V600E, les adénocarcinomes pulmonaires mutés 
sur BRAF, qui représentent 3% des adénocarcinomes bronchiques, peuvent être séparés en 2 
groupes, ceux porteurs de la mutation V600E (50% -56,8%) et ceux porteurs d‘autres 
mutations de ce gène (43,2% -50%)
135,136
. Bien que les mutations V600E phosphorylent 
directement MEK, les mutations non-V600E de l‘exon 11 procurent une activité kinase 
altérée dépendante de CRAF pour activer MEK et ERK plus en aval
137
. Les mutations de 
BRAF sont généralement mutuellement exclusives avec les mutations fréquentes comme 
celles d‘EGFR, KRAS, et les réarrangements EML4-ALK138. 
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En dehors de l'adénocarcinome pulmonaire, le Réseau de Recherche sur l‘Atlas du génome du 
cancer
139
 a récemment révélé une prévalence de 4% de mutations de BRAF dans le carcinome 
épidermoïde du poumon.  
 
Aucune différence de survie sans progression n‘a été mise en évidence après une première 
ligne de chimiothérapie entre les patients porteurs de la mutation V600E par rapport aux 
patients sans mutation pilote connue (ni EGFR, KRAS, BRAF ni translocation EML4-ALK). 
De plus, aucune différence de survie sans progression n‘a été détectée entre patients V600E et 
non-V600E.  
 
Néanmoins, des différences de réponse au vemurafenib ont été signalées en fonction du statut 
V600E (réponse objective chez 1 patient avec mutation V600E et maladie progressive chez un 
patient non-V600E)
140,141
. Deux patients avec NSCLC et mutation V600E ont également 
répondu au dabrafenib
142
. Un autre mécanisme visant à inhiber l'activation en aval de BRAF 
chez les patients mutés aussi bien V600E que non-V600E a fait l'objet d'une étude de phase I 
complète avec le selumetinib, un inhibiteur de MEK1/2, dans des tumeurs solides hors 
mélanome, BRAF mutées (NCT00888134)
143
. Des essais cliniques incluant des patients 
atteints de NSCLC BRAFV600E et non-V600E sont en cours. Le dabrafenib fait l'objet d'un 
essai clinique international de phase II en cours dans le NSCLC BRAFV600E 
(NCT01336634). Les résultats provisoires ont été présentés récemment et ont révélé un taux 
de réponse de 54% (7 PR parmi 13 patients évaluables)
144
. Le dasatinib, inhibiteur des kinases 
de la famille SRC, de c-KIT, des récepteurs de l'éphrine, et du PDGFR, fait aussi l'objet d‘un 
essai de phase II en cours chez les patients avec mutations de BRAF non-V600E 
(NCT01514864).  
 
 
d. Leucémie à tricholeucocytes  
 
La leucémie à tricholeucocytes est un trouble clonal rare de cellules B caractérisé par une 
splénomégalie, une pancytopénie, et l‘absence d‘adénomégalie périphérique. 
 
Les anomalies génétiques sous-jacentes de la leucémie à tricholeucocytes sont restées 
inconnues jusqu'à ce que Tiacci et al.
145
 publient un séquençage « exome entier » de cellules 
leucémiques comparé à celui des cellules saines du même patient. Ces chercheurs n‘ont 
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identifié que 5 mutations, dont la mutation BRAFV600E. Dans leur première cohorte, 46 
patients avec leucémie à tricholeucocytes étaient porteurs de la mutation BRAFV600E en 
séquençage Sanger. Dans une deuxième cohorte de 62 patients atteints de leucémie à 
tricholeucocytes, la mutation  BRAF V600E a été détectée chez tous les patients
146
. Cette 
hémopathie est ainsi le seul cancer qui est toujours associé la présence d‘une mutation V600E 
de BRAF. 
 
Après cette découverte, Dietrich et al
147
 ont traité par vemurafenib une patiente atteinte de 
leucémie à tricholeucocytes réfractaire au traitement classique. Cette patiente a été traitée 
pendant 56 jours après escalade de dose jusqu'à un maximum de 1440 mg/jour et une 
réduction significative de la taille de sa rate a été observée, accompagnée d‘une réponse 
hématologique complète après 43 jours. Six mois après la fin du traitement par vemurafenib, 
la patiente est restée en rémission complète
148
. Un autre cas de patient atteint de leucémie à 
tricholeucocytes réfractaire, traité par vemurafenib 960 mg deux fois par jour pendant 3 
semaines, a récemment été rapporté, avec normalisation des plaquettes et des globules blancs 
à 5 semaines; cette normalisation a persisté pendant 4 mois après arrêt du traitement
149
. Un 
essai de phase II multicentrique testant le vemurafenib dans le cadre de la leucémie à 
tricholeucocytes réfractaire est en cours (NCT01711632). 
 
 
e. Le xanthoastrocytome pléomorphe anaplasique 
 
Le xanthoastrocytome pléomorphe anaplasique (XPA) est une tumeur cérébrale rare qui 
affecte le plus souvent des enfants et de jeunes adultes.  
 
La mutation de BRAFV600E est retrouvée dans 60% à 65% des XPA de grade OMS 2 et 3
150
. 
En 2014, Lee et al.
151
 ont publié un cas clinique de XPA muté BRAFV600E traité avec succès 
par vemurafenib, avec une excellente réponse tumorale. Un essai clinique testant la sécurité et 
l'efficacité du dabrafenib en association avec le trametinib chez les patients atteints de cancers 
rares mutés BRAFV600E, y compris les gliomes (NCT02034110), est en cours. 
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3. Traitement des rasopathies 
 
 
L‘usage des nouvelles thérapies ciblées est aussi en cours d‘évaluation dans le traitement des 
rasopathies, dans le cadre d‘essais cliniques, mais concerne surtout les inhibiteurs de MEK. 
Un essai clinique de phase II dans le syndrome de Noonan (NS) est actuellement en cours de 
recrutement, pour évaluer l‘effet de l'inhibiteur de MEK « MEK162 » (Novartis) sur les 
adultes atteints de NS et souffrant de cardiomyopathie hypertrophique.  
Le principal critère d'évaluation sera le changement d‘épaisseur de la paroi ventriculaire 
gauche déterminée par IRM. Les objectifs sont d'évaluer l'innocuité et la tolérance du 
traitement par MEK162 administré pendant plus de six mois, d'évaluer la pharmacocinétique 
et la pharmacodynamie du MEK162, et d'évaluer si l'inhibition de MEK réduira 
l‘hypertrophie cardiaque chez ces patients.   
De même, il est envisagé de tester ce type de traitement chez les patients atteins du syndrome 
de Costello (CS) et du syndrome cardio-facio-cutané (CFC)
152,153
. Dans des modèles animaux, 
les inhibiteurs de MEK ont montré des résultats prometteurs dans l‘activation germinale de la 
voie des MAPK
154,155,156 
et ses conséquences sur le développement
157
. 
 
 
 
C. Les divers mécanismes de résistance aux inhibiteurs de BRAF 
 
 
Il existe un large spectre de réponses thérapeutiques au dabrafenib et au vemurafenib. Une 
minorité de patients (3% à 5%) ne répondent pas du tout au traitement selon les critères 
RECIST (progression de la maladie dès la première évaluation), tandis que quelques-uns (3% 
à 5%) bénéficient d‘une réponse complète et durable. Cependant, la grande majorité des 
patients ont une réponse tumorale précoce, mais incomplète et hétérogène (fonte tumorale et 
baisse du métabolisme de la tumeur évalué par tomographie par émission de positons), avec 
une progression de la maladie après 6 à 12 mois de traitement. Ce phénomène se produit à la 
fois en raison d‘une résistance primaire ou acquise, et de l‘hétérogénéité inter et intra-
tumorale
158,159
, ce qui représente un inconvénient majeur de ces inhibiteurs.  
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À ce jour, il n'existe pas de marqueur biologique permettant de prédire avec certitude la 
finalité clinique (réponse, survie sans progression et survie globale). Les études évaluant les 
tissus tumoraux pré-traitement et les tissus tumoraux prélevés au début du traitement (environ 
2 semaines après le début du traitement) qui ont évalué de nombreux marqueurs d'activation 
de la voie des MAPK et d'autres voies de signalisation, ont montré peu de corrélation avec la 
réponse clinique
160,161,162,163
. Le meilleur indicateur actuel de résultat est le génotypage du 
gène BRAF, les patients porteurs de la mutation BRAFV600E répondant systématiquement 
mieux que les patients porteurs d‘une autre mutation de BRAF,  non V600E164. 
 
1. La résistance primaire 
 
Certaines études réalisées à l‘aide de biopsies tumorales pré-traitement et de lignées 
cellulaires ont mis en évidence des mécanismes de résistance primaire. Ainsi, l'amplification 
du gène CCND1 (codant pour la cycline D1)
165
, l'expression par les cellules stromales du 
facteur de croissance des hépatocytes (HGF)
166
, une sécrétion autocrine d‘interleukine-6 (IL-
6)
167
, et de faibles niveaux de protéines « BH3-only » et / ou des niveaux élevés de protéines 
anti-apoptotiques analogues à Bcl-2
168
, peuvent jouer un rôle pour conférer une résistance 
primaire à un inhibiteur de BRAF.  
 
 
a. Amplification du gène CCND1 
 
La cycline D1 régule la prolifération cellulaire par sa capacité à se lier à, et stimuler à la fois, 
CDK4 et CDK6, conduisant à la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome et l'entrée 
dans le cycle cellulaire. En raison de cette activité, le gène codant pour la cycline D1 
(CCND1) est considéré comme un oncogène important et est amplifié dans de nombreux 
types de tumeurs, y compris certains sous-types histologiques de mélanome. CCND1 est en 
effet fréquemment amplifié dans le mélanome acral (44%), ainsi que dans le mélanome de 
Dubreuilh (10%) et les mélanomes superficiels extensifs (6%)
169
.  
 
Afin de déterminer si l‘augmentation de l‘expression de la cycline D1 pourrait causer une 
résistance au dabrafenib indépendamment du statut mutationnel de CDK4, Smalley et al. ont 
surexprimé la cycline D1 dans une lignée cellulaire sensible aux inhibiteurs de BRAF. 
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L'augmentation de l'expression de la cycline D1 a réduit l'effet anti-prolifératif du dabrafenib. 
Ils ont aussi montré que cet effet était renforcé par la co-expression de la cycline D1 et de 
CDK4, les cellules devenant alors très résistantes au dabrafenib. Ces données indiquaient dès 
2008 que l‘augmentation de l'expression d'autres composants de la machinerie du cycle 
cellulaire, telle que l‘amplification de CCND1, pouvait contribuer à un phénotype de 
résistance sur un fond BRAFV600E muté. Comme 17% des échantillons de mélanomes mutés 
BRAFV600E présentent un certain degré d‘amplification de CCND1, ce pourrait être un 
important mécanisme de résistance en clinique. 
 
 
b. Expression d‘HGF par les cellules stromales 
 
Straussman et al. ont mis l‘accent sur le microenvironnement tumoral en démontrant le rôle 
des facteurs de croissance sécrétés par les cellules stromales dans la résistance du mélanome 
au PLX4720 (analogue du vemurafenib). En effet, le facteur de croissance qui restaurait le 
mieux la prolifération des cellules de mélanome exposées au PLX4720 était l‘HGF, dont la 
liaison à son récepteur MET conduisait à l'activation des voies des MAPK et de PI3K / Akt et 
confèrait une résistance aux inhibiteurs de BRAF.  
Straussman et al. ont alors testé une double inhibition de MEK/BRAFV600E (avec le 
PD184352, le PLX4720 ou le vemurafenib) et de MET (avec du crizotinib, SU11274 ou un 
siARN spécifique de MET), ce qui a permis de lever la résistance aux médicaments et de 
réduire les capacités de la prolifération des lignées cellulaires de mélanome, cette capacité 
proliférative pouvant être restaurée par un apport d‘HGF exogène170.  
Cette combinaison est d‘autant plus intéressante que les deux thérapies ciblées utilisées, le 
vemurafenib et le crizotinib, sont déjà des traitements utilisés à large échelle dans le 
mélanome et certaines formes de cancers non à petites cellules du poumon, respectivement. 
 
 
c. Sécrétion autocrine d‘IL-6 
 
Sos et al. ont publié en août 2014 un nouveau type de mécanisme de résistance primaire au 
vemurafenib. Dans un panel de huit lignées cellulaires de différents cancers mutés BRAF, ils 
ont mis en évidence 3 lignées cellulaires de cancer de la thyroïde dont la sécrétion autocrine 
d'interleukine-6 (IL-6), contribuait au phénotype de résistance primaire par induction des 
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voies de signalisation JAK/STAT3 et MAPK. L‘inhibition combinée d‘IL-6/MAPK permet 
de surmonter cette résistance primaire aux inhibiteurs de BRAF. Il s‘agirait d‘une plasticité de 
signalisation conférant aux cellules BRAFV600- une résistance primaire, par leur capacité à 
mimer la signalisation oncogène RAS. Sos et al. ont nommé ce phénomène « mimétisme 
oncogène».  
 
 
d. Anomalies de régulation de l‘apoptose responsables d‘une résistance à la mort 
cellulaire  
 
La mort cellulaire entrainée par les inhibiteurs de MEK et de BRAF et rendant compte de leur 
pouvoir anti-néoplasique, s‘exerce principalement via la modulation de plusieurs molécules 
de la cascade apoptotique
171 , 172
. Malheureusement, la surexpression ou l'activation de 
plusieurs molécules anti-apoptotiques est une caractéristique commune à la plupart des 
cellules de mélanome, conduisant à une résistance intrinsèque aux traitements inducteurs 
d‘apoptose173. En particulier, la résistance aux inhibiteurs de la voie des MAPK pourrait être 
médiée par de faibles niveaux de protéines « BH3-only » et / ou des niveaux élevés de 
protéines anti-apoptotiques analogues de Bcl-2. 
 
 
Dans les cellules tumorales, l'apoptose est régulée par deux principales voies de signalisation: 
la voie intrinsèque, mitochondrie-dépendante, et la cascade extrinsèque (Figure 5). Leur 
stimulation conduit au clivage, et donc à l'activation, des caspases effectrices 3 et 7, pour 
aboutir à la mort cellulaire par apoptose.  
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Figure 5 : Représentation des 2 grandes voies de l’apoptose : La voie intrinsèque et la 
voie extrinsèque.  
 
Voie intrinsèque: le stress cellulaire active la protéine p53. Celle-ci déclenche la voie 
intrinsèque en augmentant Noxa et Puma, qui à leur tour activent Bax et Bak. A 
l’inverse, la kinase Akt, en aval de nombreux facteurs de croissance, inhibe cette voie en 
phosphorylant Bad. Bax et Bak perméabilisent la membrane mitochondriale externe, ce 
qui entraîne l'efflux du cytochrome c, qui se lie à l'adaptateur Apaf-1 pour recruter la 
procaspase 9 dans un complexe appelé l'apoptosome. La caspase 9 ainsi activée clive et 
active les caspases effectrices 3, 6 et 7 pour déclencher l’apoptose. La protéine 
mitochondriale Smac / DIABLO augmente l'apoptose en se liant aux protéines 
inhibitrices de l'apoptose (IAP) et en inversant leur action sur plusieurs caspases. Voie 
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extrinsèque: les cellules immunitaires cytotoxiques produisent des ligands pro-
apoptotiques tels que Apo2L / TRAIL. Le ligand se lie à ses récepteurs DR4 pro-
apoptotiques et / ou DR5 à la surface d'une cellule cible. Cette liaison permet le 
recrutement de la protéine FADD (Fas-associated death domain) et des procaspases 8 et 
10, formant un complexe de signalisation inducteur de la mort (« DISC »). (Tiré d’Avi 
Ashkenazi, Nat Rev Drug Discov, 2008) 
 
La voie intrinsèque de l'apoptose est induite par des événements cellulaires, tels que les 
dommages de l'ADN, et est médiée par la dépolarisation mitochondriale; ce qui induit la 
libération dans le cytoplasme du cytochrome c, qui favorise le clivage de la caspase 9, et 
l'activation subséquente de ses caspases effectrices, et de la protéine pro-apoptotique « Smac / 
DIABLO » (Second mitochondria-derived activator of caspases / Direct IAP-binding protein 
with low pI).  
 
Les protéines de la famille Bcl-2 sont un groupe de molécules, liées par leur structure et leur 
fonction, qui jouent un rôle clé dans la régulation de l'apoptose intrinsèque. Elles contiennent 
toutes au moins un des 4 domaines « BH » (Bcl-2 Homology) : BH1, BH2, BH3 et/ou BH4 
(Figure 6). 
 
Elles comprennent:  
a) « les protéines effectrices » (les membres pro-apoptotiques Bax et Bak), qui 
favorisent la formation de pores mitochondriaux, ce qui permet la libération du cytochrome c 
et de Smac / DIABLO;  
 
b) les membres anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-2-A1 et Bcl-w), qui 
bloquent l'oligomérisation de Bax et Bak, inhibant ainsi leur activité et protégeant la cellule 
contre l'apoptose; 
 
c) les régulateurs pro-apoptotiques, contenant seulement le domaine BH3 (les 
protéines « à  BH3 seul » Bim, Bik, Bad, Bid, Bmf, Puma, Noxa et Hrk). Sensibles au stress 
cellulaire, elles se déplacent vers les mitochondries en réponse aux signaux apoptotiques, et 
elles permettent la libération de protéines pro-apoptotiques en interagissant avec d'autres 
membres de la famille Bcl-2
174
.  
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Figure 6 : Les protéines de la famille Bcl-2 se divisent en 3 groupes comprenant 
les protéines anti-apoptotiques, les protéines pro-apoptotiques effectrices et les protéines 
pro-apoptotiques « BH3-seul ». Les protéines anti-apoptotiques partagent quatre 
domaines « BCL-2 homologie » (BH). Leur poche hydrophobe, appelée domaine 
récepteur, peut se lier au domaine BH3 des protéines pro-apoptotiques. Cela favorise la 
survie cellulaire en empêchant l’homo-oligomérisation des protéines pro-apoptotiques 
effectrices. Les protéines ne présentant que le domaine BH3 sont les protéines « BH3-
seul ». Ces protéines sont des capteurs de stress cellulaire et des antagonistes naturels 
des protéines pro-survie. TM : Domaine transmembranaire. (D’après G. Lessene et al., 
Nature Reviews Drug Discovery, 2008) 
 
 
Pour surmonter la résistance à l‘apoptose, plusieurs groupes ont évalué l'association d‘ABT-
737 (un BH3-mimétique qui inhibe les protéines Bcl-2, Bcl-XL et Bcl-w, prometteur pour le 
traitement de la leucémie, du lymphome et du cancer du poumon à petites cellules
175,176
) avec 
des inhibiteurs de MEK (U0126, PD0325901, PD98059, CI-1040) ou de BRAF (PLX4720). 
Ces combinaisons induisent des niveaux plus élevés d‘apoptose caspase-dépendante que ceux 
observés avec les monothérapies anti-MEK ou anti-BRAF; cet effet étant médié par la 
translocation de Bmf, ou par l‘augmentation de Bim, dépendantes de l‘inhibition MEK ou de 
BRAF, et par le clivage des caspases 9, 3, et de PARP (Poly ADP ribose polymerase)
177 ,178
.  
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L'association du PD0325901 avec ABT-737 a permis d‘obtenir une régression tumorale in 
vivo. Mais, alors que la combinaison du PLX4720 avec ABT-737 a permis d‘induire 
l‘apoptose dans des lignées cellulaires de mélanome établies à partir de métastases pré-
traitement, cet effet a été perdu dans des lignées cellulaires dérivées de métastases de patients 
ayant développé une résistance à un inhibiteur de BRAF. En outre, l'association du 
selumetinib avec ABT-263, un BH3-mimétique perturbant les interactions de la protéine Bcl-
2 et Bcl-XL avec des protéines pro-apoptotiques
179
, a précipité la mort cellulaire caspase-
dépendante dans la lignée cellulaire de mélanome A375
180
.  
 
Parce qu‘aucun inhibiteur synthétique efficace de Mcl-1 n‘est encore disponible, Verhaegen 
et al. ont utilisé une approche informatique pour générer le TW-37, le premier BH3-
mimétique conçu rationnellement pour bloquer Mcl-1, Bcl-XL et Bcl-2. Le TW-37 a fait 
preuve d‘un effet synergique avec des inhibiteurs de MEK (U0126 ou CI-1040) pour induire 
l'apoptose et l'activation des caspases initiatrices et effectrices, bien que la mort cellulaire ne 
soit pas uniquement caspase-dépendante. Fait intéressant, cette association avait une toxicité 
minimale pour les cellules normales de la peau. Le traitement combiné augmentait la 
libération du cytochrome c et de Smac / DIABLO par rapport aux monothérapies, et a permis 
d‘induire l'activation de Bax / Bak, la production de ROS et l'activation de p53. Le CI-1040, 
associé au TW-37, a également bloqué la croissance des tumeurs xénogreffées chez les 
souris
181
.  
 
Il a été montré récemment que Bcl2-A1 est fortement exprimé dans les lignées cellulaires de 
mélanome et peut conférer une résistance aux inhibiteurs de BRAF, car son inactivation 
augmente la sensibilité au PLX4720
182
. ABT-737 n'ayant aucun effet sur Bcl2-A1, le 
PLX4720 a été associée à obatoclax, un inhibiteur des membres de la famille anti-apoptotique 
Bcl-2, dont Bcl2-A1. Cette combinaison a eu un effet synergique et a induit l'apoptose dans 
une lignée cellulaire Bcl2-A1 amplifiée, et une diminution du volume des tumeurs dérivées de 
cette lignée, xénogreffées chez les souris, sans toxicité significative
168
.  
 
En 2012, Tassi et al. ont montré qu‘Apollon, une autre protéine anti-apoptotique, était 
exprimé dans des cellules de mélanome, et que la mort cellulaire en réponse au PLX4720 ou 
au PD0325901 était corrélée avec la régulation négative d‘Apollon 183 . Le « silencing » 
d'Apollon par siARN a augmenté l‘apoptose en réponse aux médicaments mentionnés ci-
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dessus, indépendamment du statut de p53. En fait, le siARN Apollon a induit la diminution de 
l‘expression de Bcl-x, l‘augmentation de celle de Bax et de Bad, la dépolarisation 
mitochondriale et l‘activation des caspases 8, 9, 2 et 3184.  
 
En résumé, les études présentées ci-dessus confirment le rôle crucial des protéines de 
l‘apoptose dans le contrôle de la sensibilité du mélanome aux inhibiteurs de la voie des 
MAPK et leur rôle important dans les phénomènes de résistance primaires. Ainsi, l'association 
des inhibiteurs de BRAF ou de MEK, à des composés ciblant spécifiquement les protéines 
liées à l'apoptose, est-elle une option thérapeutique anti-tumorale très prometteuse. 
 
 
2. La résistance acquise 
 
 
Plus d'attention, cependant, a été apportée à la compréhension des mécanismes à l‘origine des 
résistances acquises aux inhibiteurs de BRAF. La comparaison de biopsies tumorales 
provenant de patients en progression, avec les échantillons pré-traitement correspondants, 
montre toujours une conservation de la mutation de BRAF avec dans la majorité des cas,  une 
réactivation de la voie des MAPK. Cette réactivation peut soit être associée à une 
augmentation de la dimérisation des protéines RAF, soit être indépendante de cette 
dimérisation (Figure 7). En l‘absence de réactivation de la voie des MAPK, des activations de 
la voie PI3K / Akt / mTor ou d‘autres voies de signalisation ont aussi été décrites.  
  
 
a. Résistance acquise par réactivation de ERK, dépendante de l‘augmentation de la 
dimérisation des protéines RAF 
 
Les altérations moléculaires favorisant la dimérisation des protéines RAF induisent une 
résistance aux inhibiteurs de BRAF. Ces altérations peuvent être secondaires à une activation 
de RAS, ou peuvent favoriser la dimérisation de RAF indépendamment de RAS. À l'appui de 
ce modèle, plusieurs groupes ont montré que l'activation en amont de RAF (mutation 
activatrice de RAS, activation d‘un RTK ou perte de NF1) est associée à une résistance vis-à-
vis des inhibiteurs de BRAF
185,186
. En effet, l‘acquisition d‘une mutation activatrice de NRAS 
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a été un des premiers mécanismes de résistance acquise aux inhibiteurs de BRAF identifiés 
dans des lignées cellulaires et les prélèvements cliniques. De même, la perte d'expression de 
NF1, un régulateur négatif de l'activité de RAS, mime la résistance aux inhibiteurs de BRAF 
induite par les mutations de RAS dans les lignées cellulaires génétiquement modifiées et les 
modèles murins de mélanome BRAF-muté
187
.  
 
Toutefois, aucune mutation du site de liaison de la drogue à la protéine BRAF (un type de 
mécanisme de résistance acquise commun pour d‘autres thérapies ciblées comme les 
inhibiteurs de KIT ou d‘EGFR188,189) n'a été décrite. Une modification de structure empêchant 
le vemurafenib d'inhiber puissamment la voie des MAPK a, cependant, été identifiée. Plus 
précisément, l'expression de variants d'épissage alternatif de BRAF, dépourvus du domaine de 
liaison à RAS mais conservant leur domaine kinase (par exemple, p61-BRAFV600E ou p61) 
a été mise en évidence à la fois dans des lignées cellulaires devenues résistantes in vitro et 
dans des tissus tumoraux dérivés de patients ayant développé une résistance au vemurafenib. 
Ces variants d'épissage du gène BRAF se dimérisent indépendamment de RAS, alors que 
seuls les monomères BRAFV600E sont sensibles à l'inhibition. Ce modèle de résistance aux 
inhibiteurs de BRAF est notamment corroboré par le fait que l'introduction d'une mutation 
empêchant la dimérisation de RAF (mutation R509H) restaure la sensibilité au vemurafenib
190
. 
 
Bien que de tels variants d'épissage du gène BRAF n'aient pas été détectés dans les tumeurs 
de patients naïfs de traitement par vemurafenib, il est possible qu'ils puissent être exprimés 
dans une petite sous-population de cellules au sein de la tumeur avant le traitement et que 
l'exposition aux inhibiteurs de BRAF exerce une pression de sélection favorisant tel ou tel 
variant d‘épissage de BRAF au sein de la population tumorale.  
 
La résistance aux inhibiteurs de BRAF peut également résulter de l'expression accrue de 
BRAF (par amplification du gène BRAF)
191
 ou de CRAF
192,193
.  
Dans ce contexte, la résistance aux inhibiteurs de BRAF est aussi médiée par une 
augmentation de dimérisation RAF
194
 (Figure 7a).  
 
Enfin, bien que les études de mutagénèse aléatoire aient montré que des mutations dans la 
boucle P ou dans le site de liaison 14-3-3 de la protéine CRAF puissent conférer une 
résistance aux inhibiteurs de BRAF, ce type de mutations n‘a jamais été mis en évidence dans 
des prélèvements de patients
195
.  
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b. Résistance acquise par réactivation de ERK, indépendante de la dimérisation des 
protéines RAF 
 
Le premier exemple de mécanisme de réactivation de la voie des MAPK, indépendant de RAF, 
a été identifié par une approche de génomique fonctionnelle. L'expression de la MAPK kinase 
kinase COT (codée par le gène MAP3K8 et capable d‘activer les protéines MEK) a ainsi été 
identifiée comme mécanisme de résistance aux inhibiteurs de BRAF
144
. Des mutations en aval, 
dans MAP2K1, qui code pour MEK1, ont aussi été rapportées comme responsables de 
résistance aux inhibiteurs de BRAF (Figure 7b). Plus précisément, les mutants de MEK1 
P124L et Q56P se sont révélés pourvoyeurs de résistance au vemurafenib in vitro et, à l'aide 
d‘un séquençage de nouvelle génération sur des tumeurs de mélanome de patients avant 
traitement et après progression de la maladie, l'acquisition d'une mutation MEK1 C121S a été 
identifiée à l‘origine d‘une résistance secondaire au vemurafenib196.  
 
Cependant, les mélanomes dans lesquels coexistent les mutations de BRAFV600E et de 
MEK1 P124S ou I111S restent sensibles aux inhibiteurs de BRAF, ce qui suggère que toutes 
les mutations de MEK1 n‘atténuent pas la dépendance des cellules tumorales à l'égard de 
BRAF
197
.  
 
 
 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 49 
 
 
Figure 7 : Mécanismes de résistance aux inhibiteurs de BRAF entraînant une 
réactivation de la signalisation ERK en dépit de la présence du médicament.  
 
(a) Mécanismes de résistance favorisant la dimérisation de RAF : mutation activatrice 
de NRAS Q61-, expression de variants d'épissage de BRAF (P61), surexpression de 
CRAF, perte de NF1 et activation d’un RTK (deux derniers mécanismes non 
représentés). (b) Mécanismes de résistance indépendants de la dimérisation de RAF : 
Mutations de MEK en aval ou activation de COT en parallèle.  (Tiré de Lito et al., 
Nature Medicine, 2013) 
 
 
c. Résistance acquise par activation d‘une autre voie que celle des MAPK 
 
Ce type de mécanisme de résistance résulte de la perte de dépendance des cellules tumorales 
vis-à-vis de la signalisation ERK. Dans ce cas, la résistance se produit malgré une inhibition 
efficace de la voie des MAPK. Les études précliniques sur des lignées cellulaires de cancers 
humains montrent que l'activation de la voie PI3K / Akt, résultant de la délétion ou de 
l'inactivation de PTEN, et l‘inactivation de RB1 peuvent abroger ou réduire la dépendance 
vis-à-vis de BRAF ou de MEK
198
.  
 
L'activation de divers RTK est aussi un des mécanismes de résistance aux inhibiteurs BRAF 
dans le mélanome
199,200
. Ce peut être la conséquence de l'expression accrue de récepteurs de 
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facteurs de croissance tels que IGFR1 (récepteur du facteur de croissance insuline de type 
1)
201
 et PDGFR beta (récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes de type beta) 
185
. 
 
Afin d‘étudier ce type de résistance, Wilson et al. 202  ont évalué l‘effet des ligands de 
différents RTK sur la sensibilité de différentes lignées cellulaires cancéreuses vis-à-vis du 
traitement par des inhibiteurs de la voie RTK-RAF-MEK-ERK. L‘exposition à tel ou tel 
ligand a abouti à la réactivation de ERK et / ou l‘activation de Akt, alors que la co-inhibition 
du RTK correspondant a permis de restaurer la sensibilité les cellules aux inhibiteurs RAF.  
 
Plusieurs groupes ont alors évalué l'intérêt de l'inhibition combinée de RAF et de la voie PI3K 
/ Akt / mTOR dans l'amélioration de la réponse anti-tumorale. Des résultats encourageants ont 
été obtenus avec réduction de la prolifération et de la viabilité des cellules tumorales in vitro, 
et aussi avec altération de la croissance du mélanome in vivo, en combinant le vemurafenib 
avec AZD8055 ou BEZ235
203
. Une apoptose plus marquée, par modulation de ses principaux 
médiateurs (clivage de PARP, activation des caspase 3 et 7, augmentation de Bim et baisse de 
Bcl-2 et Mcl-1), et par réduction des formes phosphorylées de Akt, S6, MEK et ERK, ont été 
induites par d'autres combinaisons telles que l‘association du dabrafenib et de 
GSK2126458
204
; du PLX4720 avec la rapamycine et l'inhibiteur de PI3K PX-866
205
; du 
PLX4720 avec le LY294002
206
; et du vemurafenib avec le MK-2206
207,208
.  
 
Un effet similaire a été démontré par Boisvert-Adamo et Aplin: cette équipe a contourné la 
résistance conférée par l‘activation de la voie des MAPK en aval et de la voie PI3K / Akt, et a 
observé une plus forte apoptose, en associant le LY294002 à l‘inhibition de BRAF209.  
 
Enfin, un traitement triple par dabrafenib, trametinib et GSK2126458 a permis de réduire la 
croissance tumorale de façon significative par rapport aux monothérapies et à l'association du 
dabrafenib et trametinib
210
.  
 
Comme le montrent les données ci-dessus, l'amélioration de l'efficacité anti-cancéreuse 
obtenue par inhibition combinée de la voie des MAPK et de la voie PI3K / Akt, par rapport 
aux monothérapies, est encourageante pour la thérapie; c‘est pourquoi plusieurs essais 
cliniques combinant des traitements ciblant ces deux cascades de signalisation sont en cours. 
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d. Prévalence des différents mécanismes de résistance et hétérogénéité tumorale 
géographique et temporelle 
 
Fin 2013, Shi et al. ont publié leur étude sur 100 tumeurs provenant de 44 patients ayant 
développé une résistance acquise à un inhibiteur de BRAF
211
. Ils ont montré que la proportion 
de mélanomes ayant acquis des altérations moléculaires réactivant la voie des MAPK était 
supérieure (52%) à celles activant la voie PI3K / Akt / mTor (4%). Les 2 voies étaient 
simultanément activées dans 18% des cas. Au même moment, Van Allen et al. ont publié les 
résultats de leur séquençage « exome entier » sur une cohorte de 45 patients résistants
212
 : ils 
ont mis en évidence 31% d‘altérations moléculaires réactivant la voie des MAPK, 11% 
d‘altérations activant la voie PI3K / Akt / mTor, et 26% d‘altérations activant les 2 voies à la 
fois. Dans ces 2 études, l‘hétérogénéité tumorale était importante, avec la mise en évidence de 
sous-clones d'échappement aux inhibiteurs de BRAF, géographiquement et temporellement 
distincts pour un même patient et une même origine tumorale.  
 
Ainsi, chaque mécanisme de résistance décrit ci-dessus pourrait théoriquement être à l‘origine 
d‘une résistance innée ou acquise aux inhibiteurs de BRAF, selon qu'il préexiste en début de 
traitement, dans une minorité ou une majorité de cellules tumorales, ou bien s‘il apparaît de 
novo au cours du traitement. 
 
 
 
D. Les effets secondaires paradoxaux induits par les inhibiteurs de 
BRAF 
1. Données in vitro 
 
Les inhibiteurs de BRAF bloquent la prolifération des cellules BRAFV600-  in vitro et in vivo 
mais sont étonnamment inefficaces contre les cellules porteuses d‘une mutation de RAS, et ne 
bloquent pas l'activation de ERK dans ces cellules
213 , 214 , 215
. Paradoxalement, plusieurs 
inhibiteurs de BRAF ATP-compétitifs, bien que structurellement différents, peuvent 
provoquer, au contraire, l'activation de la voie des MAPK.  
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Cette activation paradoxale de la voie par un inhibiteur de BRAF a été documentée il y a 
longtemps
216
 et avait alors été présentée comme la conséquence de l‘inactivation des boucles 
de rétroaction négative. Les trois publications sus-citées, de Hatzivassiliou et al., Heidorn et 
al., et Poulikakos et al., plus récentes (2010), offrent maintenant de nouvelles explications 
mécanistiques du paradoxe des inhibiteurs de BRAF, basées sur l'homo et l'hétérodimérisation 
de BRAF et de CRAF, et la reconnaissance de leur rôle dans l'activation de la voie des 
MAPK
217
. Ce phénomène a été élégamment résumé dans la revue de Gibney et al. parue en 
2013 dans Nature Reviews Clinical Oncology. 
 
Les études de cristallographie de BRAF montrent une dimérisation asymétrique 
218,219 
(Figure 
8), et les mutations qui stabilisent ce dimère asymétrique stimulent la croissance alors que les 
mutations qui la déstabilisent sont anti-oncogènes (Hatzivassiliou et al.; Heidorn et al.; 
Rajakulendran et al.). Ainsi, des altérations de la dimérisation des protéines RAF peuvent 
influer la signalisation de la voie des MAPK (Figure 8). Les études ont montré que 
l‘activation paradoxale de cette voie par les inhibiteurs de BRAF requérait la liaison de RAS 
activé à RAF. Les mutations perturbant la liaison RAS/RAF (Heidorn et al.) ou l‘expression 
dominante négative de RAS (Hatzivassiliou et al.) empêchent cette activation paradoxale. 
Cependant, un mutant CRAF tronqué dans sa portion N-terminale, dont l'activation est 
indépendante de RAS, était hypersensible à l‘activation de ERK médiée par les inhibiteurs de 
BRAF (Poulikakos et al.). Cela suggère que le paradoxe des inhibiteurs de BRAF n'est 
possible que dans un ''état amorcé'' ou pathologique. Cet effet paradoxal explique pourquoi les 
inhibiteurs de BRAF sont relativement bien tolérés et pourquoi il est déconseillé de les utiliser 
dans un contexte de tumeurs porteuses d‘une mutation activatrice de RAS.  
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Figure 8 : Conséquences du traitement inhibiteur de BRAF selon le contexte cellulaire 
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(a) Dans les tumeurs BRAF sauvage où RAS est inactif (figure en haut à gauche), la 
croissance des cellules tumorales ne dépend pas de RAF-MEK-ERK, et est, par 
conséquent, insensible aux inhibiteurs de BRAF. Dans les cellules BRAFV600- (figure en 
haut à droite), les inhibiteurs de BRAF, inhibent puissamment la voie des MAPK. Sans 
RAS, aucune transactivation de CRAF ne se produit. Dans des cellules tumorales non 
traitées, où RAS est muté ou activé, RAS recrute CRAF, mais pas BRAF, à la membrane 
cellulaire, ce qui conduit à l'activation de la voie des MAPK (figure en bas). Ce modèle  
explique pourquoi une mutation de RAS ou son activation en amont peuvent être un 
mécanisme de résistance aux inhibiteurs de BRAF dans les cellules tumorales mutées 
BRAF. Sous traitement par un inhibiteur de RAF où CRAF ne serait que partiellement 
inactivé, l'activation de MEK par CRAF est facilitée par son recrutement membranaire 
RAS-GTP-dépendent et/ou la formation d'homo- ou d’hétérodimères de CRAF. Un 
traitement par inhibiteur de RAF bloquant entièrement toutes les fonctions de RAF 
éviterait cette transactivation, et résulterait en une inhibition efficace de ERK.  
(b) Une interaction moléculaire critique requise pour la transactivation paradoxale de 
CRAF est la structure en dimères de RAF. La structure tridimensionnelle asymétrique 
du dimère BRAF est représentée ici (générée par G. Bollag et C. Zhang en utilisant les 
données publiées par Tsai et al., 2008). Un protomère (jaune) est en conformation DFG-
in et l'autre (bleu) est en conformation DFG-out. Le contour de la surface du protomère 
DFG-out est représenté légèrement ombragé, pour mieux visualiser l'interface dimère. 
Les mutations R509 de chaque protomère sont indiquées pour situer son importance 
dans l'ancrage du dimère. Les mutations F595 du motif DFG sont aussi représentées 
pour montrer leurs différences significatives au sein de la conformation des protomères. 
(Tiré d’Adrienne Cox et al., Cancer Cell, 2010) 
  
Bien que les trois études aient montré que les inhibiteurs de BRAF pouvaient activer la voie 
RAF-MEK-ERK dans le cadre de mutations oncogènes de RAS et que l'activation de CRAF 
était nécessaire, les mécanismes proposés sont différents. Heidorn et al. ont suggéré que 
l'inactivation sélective de BRAF était capitale, en se basant sur le fait que de faibles doses 
d'inhibiteurs sélectifs de BRAF (PLX4720 et 885-A) augmentent l‘activation de ERK en 
présence d‘une mutation activatrice de NRAS, tandis cela n‘était observé avec l‘inhibiteur 
pan-RAF sorafenib qu‘en cas de liaison à CRAF rendue impossible par introduction dans 
CRAF de la mutation T421N.  
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En revanche, Hatzivassiliou et al. et Poulikakos et al. ont proposé que la liaison à BRAF n'est 
pas forcément nécessaire. En effet, leurs expériences de « knockdown » ont montré que 
l'activation paradoxale de MEK nécessitait CRAF, tandis que le « knockdown » de BRAF ne 
diminuait pas l'activation paradoxale de la voie des MAPK.  
 
Poulikakos et al. ont aussi montré une corrélation inverse entre l'activation de ERK et la dose 
de six inhibiteurs de RAF chimiquement distincts, dont le sorafenib. Ils ont suggéré que des 
doses plus élevées sont nécessaires pour arrêter la signalisation médiée par CRAF, alors que 
de plus faibles doses peuvent induire l'activation de ERK par défaut de blocage de CRAF, 
indépendamment de la spécificité d‘isoforme RAF. D‘autres études seront nécessaires pour 
comprendre ces divergences.  
 
Les comparaisons entre ces études sont difficiles compte tenu de leur hétérogénéité en termes 
de composés, doses, et cellules employées. Des résultats contradictoires ont été décrits 
concernant le rôle des inhibiteurs à petite dose, la localisation membranaire de RAF, la 
stabilisation/déstabilisation des hétérodimères RAF, le rôle inducteur de RAS, et l‘interaction 
entre RAS et RAF. Il est possible que plusieurs mécanismes différents mènent au même 
résultat. Ainsi, le PLX4720 (analogue du vemurafenib) a une façon distincte d'interagir avec 
l'hétérodimère BRAF-CRAF pour aboutir à la translocation de RAF par rapport au 885-A ou 
au GDC-0879, alors que tous ces inhibiteurs activent MEK de façon paradoxale.  
 
Il reste à comprendre comment les inhibiteurs ATP-compétitifs peuvent se lier à la poche de 
liaison catalytique à la place de l'ATP et encore activer l'activité kinase de RAF. Poulikakos et 
al. ont élégamment abordé cette question en utilisant un mutant de CRAF, dépourvu d‘activité 
kinase, qualifié « kinase-dead ». Ils ont montré que les inhibiteurs liés à CRAF « kinase-
dead » pouvaient transactiver son partenaire de dimérisation, un CRAF « kinase-compétent » 
ne pouvant se lier à un inhibiteur de RAF. Peut-être que dans des cellules normales, dans un 
environnement riche en énergie, propice à la prolifération, de forts taux de RAS-GTP 
coopèrent pour lier l'ATP à RAF. Dans les cellules cancéreuses, ce processus pourrait 
procurer un avantage prolifératif.  
 
Ces résultats sont importants dans la conception de la prochaine génération d‘inhibiteurs de 
RAF. Indépendamment du mécanisme, les trois études suggèrent que le blocage de CRAF est 
important pour éviter d'activer la signalisation ERK dans les cellules RAS mutantes. Un 
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inhibiteur qui n'induirait pas de dimérisation ou de transactivation de RAF, ou qui inhiberait 
simultanément les deux partenaires de dimérisation, devrait pouvoir empêcher l'activation 
paradoxale. L'administration concomitante d‘inhibiteurs de BRAF et de MEK peut empêcher, 
au moins en partie, l'activation de la voie.  
 
2. Données cliniques 
 
Les inhibiteurs de BRAF tels que le vemurafenib et le dabrafenib entraînent une toxicité 
cutanée chez la plupart des patients traités. Cette toxicité cutanée se traduit par des éruptions 
maculo-papuleuses, des hyperkératoses palmoplantaires, des panniculites plus rarement, mais 
surtout par l‘apparition de multiples tumeurs kératinocytaires. Ces tumeurs peuvent être 
bénignes, à type de papillomes verruciformes, de malignité intermédiaire comme des 
kératoacanthomes, voire malignes, correspondant à d‘authentiques carcinomes épidermoïdes. 
Des tumeurs mélanocytaires ont aussi été décrites : naevus mélanocytaires atypiques et 
mélanomes. Ces proliférations cellulaires sont liées à l‘effet paradoxal qu‘ont les inhibiteurs 
de BRAF dans un contexte BRAF sauvage, décrit dans le paragraphe ID. Au cours de ma 
thèse, j‘ai ainsi publié deux articles parus en 2013, l‘un dans Annals of Oncology220, et l‘autre 
dans JAMA Dermatology
221
 (en annexe), décrivant les spécificités cliniques des effets 
secondaires cutanés des inhibiteurs de BRAF. Les différents types d‘effets secondaires, leur 
fréquence et leur prise en charge y sont développés.  
Il est important de souligner à quel point certains effets secondaires des inhibiteurs de BRAF 
rappellent les symptômes, notamment cutanés, des rasopathies décrites au paragraphe I-A-4. 
Les cheveux clairsemés, fins, bouclés, les cils et sourcils clairsemés, l‘hyperkératose palmo-
plantaire, la kératose pilaire, la xérose, et l‘efflorescence naevique que présentent les patients 
traités font partie des symptômes évocateurs de syndrome cardio-facio-cutané (CFC). Quant 
aux papillomes verruqueux, que développent presque tous les patients sous inhibiteurs de 
BRAF, ils sont très évocateurs du syndrome de Costello (CS).  
 
Nous sommes là face à un nouveau type de iatrogénie: les thérapies ciblées deviennent si 
spécifiques d‘une protéine donnée qu‘elles peuvent causer chez les patients traités des effets 
secondaires rappelant les symptômes de maladies génétiques très précises. 
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E. Objectifs de cette thèse 
 
La découverte de l‘implication de l‘oncogène BRAF et des inhibiteurs de BRAF représente 
donc une avancée scientifique, médicale et thérapeutique extraordinaire, mais comme nous 
l‘avons expliqué dans l‘introduction de cette thèse, le bénéfice thérapeutique de ces 
médicaments révolutionnaires se heurte à deux obstacles majeurs, à savoir l’émergence de 
mécanismes de résistance, et l’induction de tumeurs secondaires paradoxales.  
Cette thèse a pour objectif d‘étudier ces deux principaux obstacles et d‘essayer de proposer 
des solutions susceptibles de les franchir.  
En ce qui concerne le problème des résistances, nous avons exploré l‘implication éventuelle 
de l‘initiation de la traduction cap-dépendante dans divers contextes de résistance, acquise ou 
innée, in vitro et in vivo, aux inhibiteurs de BRAF. Cette étude, développée dans le chapitre II, 
a effectivement démontré une implication forte du complexe d‘initiation de la traduction cap-
dépendante dans différents mécanismes de résistances, et ouvre, selon nous, de nouvelles 
perspectives thérapeutiques. 
 
Pour aborder le problème des tumeurs paradoxales, nous sommes partis des observations 
cliniques de patients ayant développé des tumeurs secondaires sous inhibiteurs de BRAF. 
Après une analyse histologique et moléculaire de ces tumeurs, l‘effet de ces inhibiteurs sur les 
cellules non mutées BRAF, aussi bien in vitro qu‘in vivo, est étudié en détail et traité dans le 
chapitre III, avec un accent sur la formation de dimères BRAF-CRAF dans ce contexte. Au 
terme de ce travail, nous pouvons identifier des sous-populations de patients à risque accru de 
développer des tumeurs secondaires sous traitement par inhibiteurs de BRAF. 
 
Enfin, les perspectives thérapeutiques qu‘offrent ces travaux sont développées dans le 
chapitre IV. 
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II. Résultats 1 : eIF4F comme nouvelle cible thérapeutique située à 
la convergence de multiples mécanismes de résistance 
 
A. L’initiation de la traduction cap-dépendante comme cible 
thérapeutique dans le cancer 
 
1. Rappel sur la traduction des ARNm  
 
Le terme traduction désigne l'ensemble des mécanismes qui transforment l'information 
portée par la séquence d'un ARNm (Acide ribonucléique messager) en une chaîne 
polypeptidique. Ainsi, le flux d'information va passer de la forme acide nucléique à la forme 
protéine selon un code "universel". Le code génétique permet d'attribuer une signification 
(acide aminé ou arrêt de traduction) à chaque triplet de nucléotides (ou codon) de l'ARNm.  
 
Chez les procaryotes, la transcription et la traduction sont couplées : les ARNm sont traduits 
en polypeptides au fur et à mesure de leur synthèse. Par contre, chez les eucaryotes, l'ARNm, 
transcrit et maturé dans le noyau, puis est transféré dans le cytoplasme avant d'être traduit.  
 
Tous les ARNm des eucaryotes sont dotés dans le noyau d‘une ―coiffe‖ (ou « cap », en 
anglais) à leur extrémité 5‘ (Figure 9). Cette coiffe se compose d'une guanosine méthylée en 
position N7, reliée au premier nucléotide transcrit par une liaison 5'-5' triphosphate, c‘est 
pourquoi elle est qualifiée de coiffe 7mGTP (7-méthyl guanosine triphosphate).  Cette coiffe 
permet à la fois de stabiliser les ARNm (par protection vis-à-vis d‘exonucléases), de les faire 
exporter du noyau vers le cytoplasme par le « complexe de fixation de la coiffe « CBP », et de 
les présenter aux protéines initiatrices de la traduction. 
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Figure 9 : Représentation de la structure chimique de la coiffe 7-méthyl guanosine 
triphosphate (7mGTP) des ARNm. Sur cette illustration, sont représentés l’ADN en 
cours de transcription dans le noyau, par l’ARN polymérase, ainsi que l’ARNm 
transcrit. L’extrémité 5’ de cet ARNm, ici agrandie dans le rectangle orange, est 
reconnue par le complexe de fixation de la coiffe (CBP) grâce à sa coiffe 7mGTP. La 7-
méthyl guanosine est reliée à l’ARN par un pont triphosphate. La méthylation en N7 de 
la guanosine confère une charge positive à la coiffe. (D’après le site officiel du prix Nobel 
www.nobelprize.org) 
 
La traduction des ARNm se déroule dans le cytoplasme, au sein des ribosomes, complexes 
ribonucléiques, qui servent de support à l'assemblage ordonné des acides aminés du 
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polypeptide codé par chaque ARNm. Cette traduction se déroule en trois étapes qui sont 
l’initiation, l'élongation, et la terminaison. Chaque étape requiert des facteurs de traduction 
(facteurs d‘initiation eIF, facteurs d‘élongation eEF, et facteurs de terminaison eRF) qui sont 
associés de manière transitoire aux ribosomes.  
 
L‘étape limitante de la traduction est son initiation. Il existe deux modes d‘initiation de la 
traduction des ARNm : l‘initiation de la traduction cap-dépendante (ou « dépendante de la 
coiffe »), qui concerne la majorité des ARNm, et l‘initiation de la traduction cap-
indépendante.  
 
Pour initier la traduction cap-dépendante, le complexe de pré-initiation 43S (S correspondant 
à l‘unité de sédimentation le Svedberg) doit être recruté au niveau de la coiffe de l‘ARNm, 
puis balaie la région 5‘UTR (5‘UnTranslated Region, c‘est-à-dire la portion de l‘ARNm 
placée en amont du codon d‘initiation) jusqu‘à la reconnaissance du codon d‘initiation.  
 
Pour initier la traduction cap-indépendante, le complexe de pré-initiation 43S peut être recruté 
au niveau de séquences particulières appelées IRES (Internal Ribosomal Entry Site), dans la 
région 5‘ de l‘ARNm.  
 
Ces modes d‘initiation distincts donnent lieu à une régulation post-transcriptionnelle fine des 
protéines réellement traduites en protéines.  
 
Dans la cellule cancéreuse, la dérégulation de l‘initiation de la traduction favorise la synthèse 
de protéines oncogènes. 
 
 
2. Définition de l’initiation de la traduction cap-dépendante 
 
Lors de l‘initiation de la traduction cap-dépendante, la protéine eIF4E (eukaryotic Initiation 
Factor 4E) se lie à la coiffe m7GTP des ARNm et régule la synthèse protéique en fonction de 
ses partenaires 4E-BP1 (4E-Binding Protein) et eIF4G (eukaryotic Initiation Factor 4G) 
222,223
. 
Quand eIF4E est assemblé à la protéine d‘échafaudage eIF4G et à l‘hélicase eIF4A 
(eukaryotic Initiation Factor 4A), il forme le complexe « eIF4F » (eukaryotic Initiation Factor 
4F), situé à la convergence de la voie des MAPK et de la voie PI3K / Akt /mTor via 4E-
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BP1
224
. A l‘extrémité 3‘UTR (3‘UnTranslated Region) de l‘ARNm, des protéines de liaison 
poly-A (PABP) se lient à eIF4G, ce qui permet la circularisation et l'activation de l‘ARNm 
(Figure 10).  
 
Le complexe de pré-initiation 43S, composé de la sous-unité ribosomale 40S, du complexe 
ternaire eIF2 (eIF2, GTP, et Met-ARNt), eIF3, eIF1, eIF1A, et eIF5 rejoint la structure de 
l'ARN activé (via l‘interaction eIF4G et eIF3) et la lecture du 5‘UTR jusqu'à la 
reconnaissance du codon d‘initiation AUG se produit, suivie par l'hydrolyse du GTP lié à 
eIF2 et la libération du GDP lié à eIF2, et de eIF5, eIF3, et eIF1.  
 
 
 
 
Figure 10 : Recrutement du complexe de pré-initiation 43S au niveau de la coiffe des 
ARNm.  
Le complexe de pré-initiation 43S est recruté au niveau de la coiffe à l’extrémité 5’ des 
ARNm par son interaction avec le complexe eIF4F. La circularisation de l’ARNm est 
engendrée par la liaison entre eIF4G et PABP (Poly-A Binding Protein) qui est liée à la 
queue poly A, située à l’extrémité 3’ des ARNm. (Tiré de Spriggs et al., Biol Cell, 2008) 
 
 
L‘association ultérieure de la sous-unité ribosomique 60S avec eIF5B lié au GTP conduit à 
l‘hydrolyse du GTP médiée par eIF5B et la libération du GDP lié à eIF5B, et de eIF1, 
permettant ainsi l'assemblage du complexe 80S, qui est alors prêt pour l‘élongation de la 
traduction.  
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3. L’initiation de la traduction cap-dépendante dans le cancer 
 
Dans les conditions physiologiques normales, 4E-BP1 régule négativement l‘initiation de la 
traduction en séquestrant eIF4E, qui ne peut pas se lier à son partenaire eIF4G. Dans de 
nombreux cancers, 4E-BP1 est phosphorylé par l‘activation de la voie PI3K / Akt / mTor. La 
phosphorylation de 4E-BP1 diminue l'affinité de 4E-BP1 pour eIF4E et permet à eIF4E de se 
lier à eIF4G pour former le complexe eIF4F initiateur de la traduction cap-dépendante
225,226
.  
La formation du complexe eIF4F dépend de la quantité d‘eIF4E disponible.  
La distinction entre ARNm "forts" et ARNm « faibles » est importante pour comprendre 
comment s‘opère la traduction préférentielle de tel ou tel type d‘ARNm. Les ARNm qualifiés 
de « forts », en raison d‘une structure secondaire en 5‘UTR relativement simple, sont traduits 
aisément, alors que les ARNm qualifiés de "faibles", de par leur structure secondaire 
complexe en 5‘UTR, nécessitent une grande quantité de complexes eIF4F actifs pour être 
traduits (Figure 11). 
 
 
Figure 11 : Représentation du taux de synthèse protéique en fonction du caractère fort 
ou faible des ARNm (qui dépend de la complexité de la structure de leur coiffe); et en 
fonction de la phase de croissance de la cellule. Plus eIF4E est présent en grande 
quantité, plus les ARNm codant pour les protéines liées à l’oncogénèse vont pouvoir être 
traduites. ODC : Ornithine décarboxylase. (D’après A. De Benedetti et al., Oncogene 
2004) 
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Dans le cancer, l‘initiation de la traduction cap-dépendante, médiée par eIF4F, est favorisée 
soit par une augmentation de l‘expression d‘eIF4E, soit par l‘activation de la voie PI3K / Akt / 
mTOR, soit par les deux.  
Ceci active de façon disproportionnée la traduction de ces ARNm "faibles", dont la plupart 
codent pour des protéines oncogènes, impliquées dans la croissance et la survie cellulaires, 
l‘angiogenèse, et l‘invasion 227 , 228 , 229 , 230 . Des groupes d'ARNm de différentes voies 
oncogéniques contribuant à la tumorigenèse sont ainsi sélectivement, et plus efficacement, 
traduits
231,232
.  
 
Dans des fibroblastes et des cellules épithéliales primaires, plusieurs études ont montré que la 
surexpression d‘eIF4E est suffisante pour induire une transformation oncogénique233,234,235. 
De plus, des études portant sur de nombreux types de cancers humains indiquent que les taux 
tissulaires d‘eIF4E sont élevés dans les tumeurs de la prostate, du poumon, du sein, de 
l'estomac, du côlon, de la peau, ainsi que dans les cancers du système 
hématopoïétique
236,237,238,239,240,241,242, et que l‘expression d‘eIF4E est corrélée à un mauvais 
pronostic
243
. Ces résultats ont conféré, selon certains, à eIF4E son statut de protéine oncogène. 
C‘est pourquoi la traduction cap-dépendante et/ou eIF4E représentent des cibles intéressantes 
pour le traitement du cancer.  
 
Avant ce travail de thèse, il n‘avait jamais été décrit de mécanisme de résistance au niveau de 
l‘initiation de la traduction dans le mélanome.  
 
4. Les inhibiteurs de l’initiation de la traduction cap-dépendante 
 
Comme alternative à l'inhibition de la voie des MAPK et de PI3K / Akt / mTor en amont de 
l‘étape d‘initiation de la traduction cap-dépendante, des approches thérapeutiques ciblant 
directement le complexe eIF4F dans le cancer ont été envisagées. 
 
Il existe différentes stratégies pour développer des médicaments capables d‘empêcher 
l'activité d‘eIF4F:  
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- instaurer un phénomène de compétition dans la liaison d’eIF4E à la coiffe 
m7GTP des ARNm,  
- empêcher l'interaction eIF4E-eIF4G,  
- diminuer la production d’eIF4E,  
- bloquer l’activité d’eIF4A, 
- inhiber la phosphorylation d’eIF4E.  
 
Chacune de ces stratégies a montré des résultats prometteurs. Les nombreux composés ciblant 
la formation ou l‘activité du complexe eIF4F, ainsi que leur stade de développement, sont 
répertoriés dans le Tableau 3. 
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Tableau 3 : Composés ciblant la formation ou l’activité du complexe eIF4F  
 
__________________________________________________________________________________________ 
 
Cible   Composé   Laboratoire  Stade de développement 
__________________________________________________________________________________________ 
 
 
mTORC1  Rapamycin (Sirolimus)  Pfizer    Approuvé par la FDA  
RAD001 (Everolimus)  Novartis   Approuvé par la FDA 
CCI-779 (Temsirolimus)  Pfizer    Approuvé par la FDA 
AP23573 (Ridaforolimus) Merck/ARIAD   Approuvé par la FDA 
__________________________________________________________________________________________ 
 
TOR-KI  Torin1    N/A    Culture cellulaire ex vivo  
INK128   Intellikine   Phase I 
AZD8055   AstraZeneca   Phase I/II 
AZD2014   AstraZeneca  Phase I 
OSI027    OSI Pharmaceuticals  Phase I 
__________________________________________________________________________________________ 
 
PI3K/TOR-KI  PI-103    N/A    Culture cellulaire ex vivo 
NVPBEZ235   Novartis   Phase I/II 
SF1126    Semafore   Phase I 
GSK2126458  Glaxo Smith Kline  Phase I 
XL765    Exelixis   Phase I/II 
BGT226   Novartis   Phase I/II 
GDC0980   Genetech   Phase I 
PF04691502   Pfizer    Phase I 
PKI587    Pfizer    Phase I 
__________________________________________________________________________________________ 
 
eIF4F   Cap analogs   N/A    Etudes in vitro 
4Ei-1    N/A   Etudes in vitro 
4EGi-1    N/A    Culture cellulaire ex vivo 
4E1RCat   N/A    Modèles précliniques in vivo 
4E2RCat   N/A    Modèles précliniques in vivo 
ISIS-eIF4ERx   Eli Lilly/ISIS   Phase II 
Patéamine A   N/A    Culture cellulaire ex vivo 
DMDA-Pat A   N/A    Modèles précliniques in vivo 
Hippuristanol   N/A    Modèles précliniques in vivo 
Rocaglamides (Silvestrol) N/A    Modèles précliniques in vivo 
__________________________________________________________________________________________ 
 
Mnk   Cercosporamide   Eli Lilly   Modèles précliniques in vivo 
CGP57380   Novartis   Culture cellulaire ex vivo 
__________________________________________________________________________________________ 
 
 
Nous allons traiter dans cette partie les composés ciblant le complexe eIF4F directement, par 
opposition à ceux, plus anciens, ciblant la voie Akt / mTor en amont du complexe. 
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a. Première stratégie : instaurer un phénomène de compétition dans la liaison 
d’eIF4E à la coiffe m7GTP des ARNm 
 
Cette stratégie vise à faire entrer en compétition des analogues de la coiffe m7GTP des 
ARNm avec les ARNm intracellulaires afin de les empêcher de se lier à eIF4E et donc 
d‘initier leur propre traduction. Les premiers compétiteurs, décrits il y a plus de 30 ans244, 
étaient de simples dérivés du m7GDP ou m7GTP. Depuis, plus de 75 analogues ont été 
synthétisés et testés in vitro, mais, pour la plupart, leur usage in vivo est limité en raison de 
leur difficulté à pénétrer la membrane cellulaire et de leur faible stabilité résultant à la fois 
d‘une hydrolyse intracellulaire et extracellulaire245,246.  
Parmi ces analogues de la coiffe des ARNm, la ribavirine a l‘avantage d‘être un traitement 
déjà utilisé couramment chez l‘humain dans le cadre du traitement de l‘hépatite C chronique. 
La séquestration d‘eIF4E par la ribavirine dont la structure mime celle du motif 7mG247 induit 
la diminution et la relocalisation d‘eIF4E du noyau au cytoplasme, ce qui était associé à une 
réponse clinique chez des patients atteints de leucémie myéloïde
248
.  
 
 
b. Deuxième stratégie : empêcher l'interaction eIF4E-eIF4G 
 
Comme décrit dans le paragraphe II-A-1, l‘interaction eIF4E-eIF4G est favorisée dans la 
plupart des cancers, notamment par activation en amont de la voie PI3K / Akt / mTor, qui 
augmente la phosphorylation de 4E-BP1. L‘utilisation de constructions permettant la synthèse 
d‘une forme non phosphorylable de 4E-BP1 permet de freiner à la fois la prolifération des 
cellules tumorales in vitro et des tumeurs in vivo chez les modèles murins, ce qui suggère que 
des inhibiteurs empêchant la liaison d‘eIF4E à eIF4G seraient particulièrement intéressants 
sur le plan thérapeutique. C‘est ainsi que l‘équipe de Wagner et al. a identifié un peptide 
synthétique (eIF4GI-1 ou 4EGi-1) inhibant l‘association eIF4E / eIF4G. Ce peptide a permis 
de bloquer la traduction cap-dépendante, d‘améliorer l‘association d‘eIF4E à 4E-BP1 et a 
réduit les taux protéiques de c-MYC et de Bcl-xL, en montrant un effet préférentiel sur les 
cellules transformées, y compris celles de lymphome et de cancer pulmonaire
249
. Cependant le 
4EGi-1 a des propriétés biologiques indépendantes de ses effets sur la traduction cap-
dépendante
250
 et ce manque de spécificité reste limitant. 
Plus récemment, Cencic et al. ont aussi identifié des inhibiteurs de l'interaction eIF4E-eIF4G 
par screening, parmi lesquels les plus puissants étaient les composés 4E1RCat et 4E2RCat
251
. 
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Le 4E1RCat bloque spécifiquement la traduction cap-dépendante, et est 
pharmacologiquement  actif in vitro et in vivo. Dans un modèle de lymphome Em-myc chez la 
souris, le 4E1RCat a amélioré la réponse à la chimiothérapie et prolongé la survie sans tumeur. 
Cette synergie était probablement liée à la capacité du 4E1RCat à diminuer les taux de Mcl-1, 
un effet commun à d'autres inhibiteurs de la traduction in vivo. 
 
 
c. Troisième stratégie : diminuer la production d’eIF4E 
 
Cette stratégie vise à diminuer les quantités disponibles d‘eIF4E dans la cellule en bloquant sa 
synthèse, grâce à des oligonucleotides anti-sens (ASO) spécifiques. Les premiers ASO testés 
avaient l‘inconvénient d‘être très sensibles aux nucléases de l‘environnement, ce qui gênait 
grandement leur biodisponibilité in vivo. Les ASO de seconde génération, dans lesquels ont 
été rajoutés des groupements phosphates, sont heureusement plus résistants aux nucléases, et 
par conséquent plus stables dans les tissus. C‘est ainsi qu‘un ASO spécifique d‘eIF4E, « 4E-
ASO4 », a réduit efficacement l‘expression d‘eIF4E (de plus de 80%), ainsi que celle des 
protéines régulées par eIF4E, et a permis de bloquer la croissance de xénogreffes de cancer 
prostatique et mammaire sur souris nude
252
. La réduction de l'expression d‘eIF4E semblait ne 
pas avoir d'effet sur les tissus normaux, suggérant que les tissus cancéreux sont plus sensibles 
à l'inhibition d‘eIF4E que les tissus normaux.  
Fin 2011, les résultats du premier essai clinique de phase 1 ciblant eIF4E par l‘intermédiaire 
d‘un ASO (LY2275796 ou eIF4ERx) ont été publiés253 . Le traitement consistait en une 
première injection intraveineuse du LY2275796, 3 jours de suite, puis une injection 
hebdomadaire, en escalade de dose. La réduction effective des quantités d‘eIF4E dans les 
biospies tumorales des patients a pu être visualisée par immunohistochimie. Parmi les 30 
patients atteints de cancer stade IV traités, 7 ont eu une stabilisation de leur maladie de plus 
de 6 semaines. Parmi eux, 2 patients ont vu leur maladie stabilisée plus de 3 mois, dont un 
patient atteint de mélanome. La tolérance clinique était relativement bonne. Le LY2275796 a 
donc été testé en essai thérapeutique de phase 2 à partir d‘octobre 2011, mais les résultats ne 
sont pas encore connus. 
 
 
d. Quatrième stratégie : bloquer l’activité d’eIF4A  
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Cette stratégie de blocage de l‘activité d‘eIF4A semble assez répandue dans la nature, à en 
croire l‘origine naturelle des composés identifiés comme inhibiteurs d‘eIF4A. Parmi eux, on 
distingue les flavaglines, extraites d‘arbres asiatiques, la patéamine A, extraite d‘une éponge 
marine, et l‘hippuristanol, extrait d‘un corail de l‘océan Pacifique. Nous allons détailler 
chacun de ces inhibiteurs et leurs dérivés synthétiques dans les paragraphes suivants. 
 
 Rocaglamide, silvestrol et autres flavaglines 
 
Le premier inhibiteur d‘eIF4A à avoir été identifié est le silvestrol, qui appartient à un groupe 
de composés appelés les flavaglines.  
Les flavaglines sont des molécules dérivées du rocaglamide, une substrance naturelle extraite 
d‘un arbre du genre Aglaia Lour, qui pousse dans les forêts d‘Asie du Sud, en Australie et 
jusqu‘en Micronésie (Figure 12). La structure chimique de ce composé (1H-2,3,3a,8b-
tetrahydrocyclopenta [b] benzofurane) a été identifiée par King et al. en 1982
254
. À ce jour, 
plus d‘une centaine de molécules naturelles apparentées au rocaglamide, les flavaglines, ont 
été isolées à partir de plus de 30 espèces du genre Aglaia
255
. La plus étudiée des flavaglines 
est le silvestrol, extrait des fruits et branches d‘Aglaia foveolata, qui pousse en Indonésie et en 
Malaisie. Les flavaglines ont en commun dans leur structure chimique des amides d‘acide 
cinnamique et un noyau flavonoïde
256,257
. Les flavaglines ont des propriétés insecticides
258,259
, 
anti-prolifératives
260 , 261 , 262
 mais aussi antivirales
263
, antifongiques
264
, et anti-
inflammatoires
265,266
.  
 
 
 
Figure 12 : A gauche, est représentée la structure tridimensionnelle du rocaglamide, 
obtenue par cristallographie aux rayons X. A droite, une photographie d’un Aglaia Lour, 
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l’arbuste à partir duquel a été isolé en 1982 le rocaglamide, chef de file des 
flavaglines. (Illustrations tirées de Edaba et al., Prog Chem Org Nat Prod. 2011) 
 
Dès 1982, le rocaglamide a fait preuve de son activité anti-tumorale en augmentant la durée 
de vie d‘un modèle murin de leucémie. Dans cette étude, l'administration du rocaglamide à la 
dose de 1 mg/kg/j a permis d‘allonger la survie des souris traitées de 156% par rapport au 
groupe de souris témoin. Par la suite, d‘autres flavaglines apparentées au rocaglamide ont fait 
preuve d‘une inhibition puissante de la prolifération de différentes lignées de cellules 
tumorales in vitro. Les CI50 des flavaglines varient de 1 à 200 nM en fonction de la lignée 
cellulaire
267
. In vivo, l‘administration de 4'-déméthoxy-3 ', 4'-méthylènedioxy rocaglate-
méthyle
268
 à 10 mg / kg par voie intrapéritonéale trois fois par semaine a réduit la croissance 
tumorale de xénogreffes d‘une lignée de cancer du sein humain269. De même, le silvestrol, 
administré à 2,5 mg / kg / injection, par voie intrapéritonéale pendant cinq jours consécutifs, a 
fait preuve d‘une activité anticancéreuse dans de nombreux modèles de cancers murins, 
notamment du sein et de la prostate et dans des leucémies à cellules B
270
. Les multiples études 
ayant testé le silvestrol in vivo sont répertoriées dans le Tableau 4. 
Les études sus-citées ont ainsi confirmé les activités anticancéreuses des flavaglines, tout en 
montrant que ces composés n‘entraînaient ni toxicité hépatique ni perte de poids chez les 
souris. 
 
Tableau 4. Activité in vivo dans des modèles de cancer murins 
Composé Modèle de cancer murin employé 
Effets observés 
(Doses) 
Ref 
Rocaglamide 
 
P388 (leucémie) 
Survie des souris traitées : 
156% de la survie des souris-témoins 
(1 mg/kg/j) 
 
[2] 
Silvestrol  
 
L3.6pl (cancer pancréatique) et RPMI-8226 (myélome) 
Pas d‘effet significatif 
(0.2 mg/kg i.p., 5 j/semaine = dose maximale tolérée) 
 
[260] 
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Silvestrol Eµ-Myc/(myr)Akt (lymphome) 
Potentialisation des effets de la doxorubicine (inactive 
sans): survie augmentée de 7 jours (pas d‘effet du 
silvestrol en monothérapie) 
(0.2 mg/kg i.p./j pendant 5 jours) 
 
[271] 
Silvestrol P388 (leucémie) 
Survie des souris traitées : 
150% de la survie des souris-témoins 
 (2.5 mg/kg i.p./j pendant 5 jours) 
 
[272] 
Silvestrol Lymphome Pten
+
/Eµ-Myc  
Potentialisation des effets de la doxorubicine: survie 
augmentée de 5 jours (pas d‘effet du silvestrol en 
monothérapie) 
 (0.2 mg/kg i.p./j pendant 5 jours) 
 
[273] 
Silvestrol Lymphome Eµ-Myc/eIF4E  
Potentialisation des effets de la doxorubicine: survie 
augmentée de 16 jours (pas d‘effet du silvestrol en 
monothérapie)  
(0.2 mg/kg i.p./j pendant 5 jours) 
 
[271] 
Silvestrol Leucémie lymphoïde chronique Em-Tcl-1  
Diminution significative du taux de lymphocytes B 
(1.5 mg/kg i.p./j pendant 5 jours) 
 
[268] 
Silvestrol Leucémie aigüe lymphoblastique 697 B-ALL  
Augmentation de la survie de plus de 2 semaines 
(1.5 mg/kg i.p., 1 jour sur 2) 
 
[268] 
Silvestrol Cancer du sein MDA-MB-231  
Nette suppression de la croissance tumorale après plus 
[275] 
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de 75 jours  
(0.5 mg/kg i.p./j pendant 8 jours consécutifs) 
 
Silvestrol PC-3 (cancer prostatique)  
Nette suppression de la croissance tumorale après plus 
de 50 jours  
 (0.5 mg/kg i.p./j pendant 8 jours consécutifs) 
 
[275] 
Silvestrol Leucémie aigüe myéloïde MV4-11  
Augmentation de la survie de plus d‘un mois 
30 % des souris toujours en vie 74 j après la greffe 
(toutes les souris traitées par le véhicule étaient mortes 
31 jours après greffe) 
(1.5 mg/kg i.p. 1 jour sur 2 pendant 3 semaines) 
 
[271] 
Silvestrol Lymphome Eµ-Myc/Tsc2
-/-
/PIM2 
Potentialisation des effets de la rapamycine: 
augmentation de la survie de 6 jours par rapport à la 
rapamycine seule 
(0.2 mg/kg i.p./j pendant 7 jours consécutifs) 
 
[274] 
Silvestrol Lymphome du manteau 
Augmentation de la survie de 2 semaines 
 (1.5 mg/kg i.p. 1 jour sur 2) 
 
[275] 
 
Mais ce n‘est qu‘en 2008276, à l‘aide d‘une méthode de screening de petites molécules, que 
l‘activité anti-tumorale de certaines flavaglines (la 1-O-formylaglafoline et le silvestrol277) a 
été attribuée à leur capacité à interférer avec l'activité d‘eIF4A. La 1-O-formylaglafoline et le 
silvestrol empêchent l'incorporation de la protéine eIF4A libre dans le complexe eIF4F en 
augmentant sa liaison à l'ARN. La capacité du silvestrol (ou de l‘épisilvestrol) à se lier à 
eIF4A a été confirmée en 2013 par Chambers et al., avec une très haute spécificité
278
. 
L'inhibition de l‘initiation de la traduction cap-dépendante qui en résulte, affecte le niveau 
d‘expression des protéines pro et anti-apoptotiques, notamment celles qui ont une demi-vie 
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courte. Par exemple, une réduction de l'expression de Mcl-1 et de la survivine, des protéines 
anti-apoptotiques, a été observée dans une lignée cellulaire de cancer du sein MDA-MB-231, 
d‘origine humaine, après exposition au silvestrol279. De plus, une régulation négative de c-
FLIP, principal inhibiteur de la caspase-8, a été détectée dans les cellules tumorales traitées 
par rocaglamide, desméthyl-rocaglamide, 1-Oacetylrocaglamide, et 1-oxo-11,12-
methylendioxyrocaglamide
280
.  
Très récemment, en 2014, l‘équipe de Wolfe et al.281 a démontré dans un modèle de leucémie 
aigüe lymphoblastique que le silvestrol était particulièrement efficace pour inhiber la 
traduction des ARNm dont la région 5‘UTR est riche en quartets de guanine, capables de 
former des structures secondaires d‘ARN à 4 brins appelées « G-quadruplexes » (ou « G4 », 
figure 13). Parmi ces ARNm, dont la traduction est très dépendante d‘eIF4A et est donc 
particulièrement sensible au silvestrol, figurent des ARNm codant pour des oncogènes, des 
facteurs de transcription associés à des « super enhancers » (« amplificateurs »), et des 
régulateurs épigénétiques. 
 
      
Figure 13 : A gauche, représentation d’une structure secondaire d’ARN en G-
quadruplexe. Les nombres indiqués précisent la position des nucléotides impliqués dans 
cette structure. A droite, mise en évidence des motifs impliqués dans la formation de G-
quadruplexes au sein de la région 5’UTR de l’ARNm codant pour la protéine ADAM10. 
(Tiré de A. Wolfe et al., Nature 2014) 
 
Malgré ces résultats prometteurs, l‘usage du silvestrol in vivo risque de se heurter à un 
phénomène de résistance par efflux, médié par la surexpression d‘ABCB1/P-glycoprotéine 
dans certaines tumeurs, comme il a été démontré en 2011 sur un modèle cellulaire de 
leucémie aigüe lymphoblastique résistant au silvestrol
282
. Cette résistance acquise au silvestrol 
a conféré aux cellules une résistance croisée aux autres substrats de la P-glycoprotéine tels 
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que la vincristine et la romidepsine, il s‘agissait donc de ce que l‘on appelle « résistance 
multi-drogues » ou MDR. 
 
 
 Patéamine A et DMDA-Patéamine A 
 
Un autre composé bloquant l‘activité d‘eIF4A est un produit naturel anti-prolifératif et pro-
apoptotique nommé patéamine A, découverte en 1991
283. Il s‘agit d‘une toxine extraite de 
l‘éponge marine Mycale henscheli, que l‘on trouve au large des côtes de la Nouvelle-Zélande 
(Figure 14). La patéamine A stimule la liaison d‘eIF4A à l‘ARNm. Cela entraîne une 
séquestration d‘eIF4A sur l'ARNm et une réduction de la disponibilité d‘eIF4A à se recycler 
dans le complexe eIF4F
284
. Plus récemment, en 2009, la patéamine A « des-méthyle, des-
amino » (DMDA-PatA), un analogue synthétique simplifié de la patéamine A, a montré une 
activité anticancéreuse dans deux modèles de xénogreffes de mélanome sur souris nude et une 
faible cytotoxicité vis-à-vis de fibroblastes humains non transformés
285
. Il est intéressant de 
remarquer que ces 2 types de xénogreffes de mélanome, particulièrement sensibles à la 
DMDA-PatA en monothérapie, sont issues des lignées cellulaires LOX et M14, dont le statut 
muté BRAFV600E est désormais connu.  
Enfin, un avantage non négligeable de la DMDA-PatA, par opposition au silvestrol 
notamment, est que son activité n‘est pas altérée par la résistance multi-drogues liée à l‘efflux 
médié par la P-glycoprotéine. 
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Figure 14 : A gauche, représentation des structures chimiques de la patéamine A et de 
son analogue synthétique simplifié la DMDA-PatA. A droite, photographie de l’éponge 
marine Mycale henscheli à partir de laquelle est extraite la patéamine A. (D’après G. 
Kuznestov, Molecular Cancer Therapeutics, 2009) 
 
 
 Hippuristanol 
 
Par opposition à la patéamine A et le silvestrol qui bloquent eIF4A en stimulant sa liaison à 
l‘ARNm, l‘hippuristanol est un inhibiteur allostérique d‘eIF4A qui a un mode d‘action 
inverse: il empêche à la fois eIF4A libre et eIF4A au sein du complexe eIF4F de se lier à 
l'ARNm, ce qui inhibe l‘activité hélicase et ATPase d‘eIF4A 286 , et par conséquent le 
chargement des ribosomes sur l‘ARNm. L‘hippuristanol tient son nom du corail dont il est 
extrait, l’Isis hippuris, que l‘on trouve dans l‘océan Pacifique de l‘Ouest, notamment autour 
des côtes de l‘île d‘Okinawa, Japon (Figure 15). L‘hippuristanol a montré une activité 
anticancéreuse dans un modèle de leucémie à cellules T de souris adultes
287
.  
 
 
 
 
Figure 15 : L’hippuristanol, sa structure chimique ainsi que la photographie du corail 
dont il est extrait, ont fait la couverture du journal Nature Chemical Biology en 2006, à 
l’occasion de la publication de l’article de M-E Bordeleau et al. Cette équipe a montré, 
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après avoir testé un panel d’extraits marins, que l’hippuristanol est un inhibiteur 
d’eIF4A. 
 
e. Cinquième stratégie : inhiber la phosphorylation d’eIF4E par Mnk 
 
Contrairement à la régulation de l‘assemblage 4E-BP1-eIF4E par la voie Akt / mTor, les 
conséquences biologiques et moléculaires de la phosphorylation d‘eIF4E sont moins connues. 
La protéine eIF4E est phosphorylée sur un résidu unique, la sérine en position 209, par deux 
kinases: Mnk 1 et 2 (MAP kinase interacting signal kinases 1 et 2)
288
, qui sont toutes deux 
activées par la voie des MAPK et par la voie de signalisation p38 en réponse au stress
289
.  
Les hypothèses proposant que cette phosphorylation augmenterait l‘affinité d‘eIF4E pour la 
coiffe ou sa stabilité dans le complexe eIF4F n‘ont jusqu'à présent donné que peu de résultats 
concluants. Dans les organismes inférieurs, la phosphorylation d‘eIF4E semble indispensable 
au développement, mais dans des modèles murins, la perte de la phosphorylation d‘eIF4E n'a 
pas entrainé de phénotype particulier
290
. Cependant, la phosphorylation d‘eIF4E apparaît 
jouer un rôle important dans le cancer : la surexpression ou le « knock-in » du mutant non 
phosphorylable d‘eIF4E S209A retarde la formation de tumeurs291,292, ce qui, dans certains 
cas, a été attribué à la meilleure capacité de phospho-eIF4E d‘augmenter l‘expression de Mcl-
1
293
.  
Ceci suggère que des inhibiteurs de Mnk pourraient avoir un potentiel anti-cancéreux. C‘est 
dans cette optique qu‘un nouvel inhibiteur de Mnk, le cercosporamide, a été identifié à partir 
d'un panel de 30 000 molécules testées en réaction avec Mnk1 in vitro. Le cercosporamide est 
plus spécifique de Mnk2 que de Mnk1 (CI50 0,011M vs CI50 0,116M, respectivement), est 
aussi un puissant inhibiteur de Jak3 (CI50 0,031M), et est biodisponible par voie orale. Il 
inhibe la phosphorylation d‘eIF4E de manière dose-dépendante, bloque la prolifération 
cellulaire, et induit l'apoptose. Dans des modèles de xénogreffes de cancer colique (HCT116) 
et de métastases pulmonaires de mélanome B16, le cercosporamide n‘a réduit que très 
modestement la progression et l'incidence tumorale, ce qui pourrait s‘expliquer par la re-
phosphorylation d‘eIF4E observée dans les tissus des souris plus de 4 heures après 
traitement
294
.  
L‘avenir des inhibiteurs de Mnk dépendra en grande partie de l‘identification ou non d‘un 
type de cancer particulièrement dépendant de la phosphorylation d‘eIF4E. 
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Enfin, d‘autres inhibiteurs de la traduction, ciblant d‘autres étapes que son initiation, sont en 
cours d‘étude. Par exemple, le facteur de traduction eIF5A nécessite une modification post-
traductionnelle spécifique (hypusination) pour être fonctionnel. Le N1-guanyl-1,7-
diaminoheptane (GC7) et le ciclopirox olamine (CPX) sont des inhibiteurs puissants de la 
désoxyhypusine synthase, qui catalyse l‘hypusination d‘eIF5A. Le GC7 et le CPX ont fait 
preuve d‘un effet antiprolifératif dans diverses lignées cellulaires 295 , 296  et d‘une activité 
antitumorale in vivo dans des modèles de cancer du sein, de mélanome, de leucémie, et de 
myélome
297,298,299
. 
 
En résumé, l‘ensemble des approches thérapeutiques sus-citées, ciblant la traduction des 
ARNm dans le cancer, sont répertoriées, en regard de leurs cibles respectives, dans la figure 
16. 
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Figure 16: La traduction des ARNm comme cible dans le cancer.  
 
Au cours de la carcinogenèse, la dérégulation des voies de signalisation influence la 
synthèse des protéines par la modulation de la traduction de différents types d'ARNm. 
L'activation des RTK, et/ou l’activation des voies oncogènes en aval, telles que celles des 
MAPK, PI3K / Akt, et PKC, activent la machinerie traductionnelle via mTOR. 
L’activation de mTORC1 augmente la traduction des ARNm par la phosphorylation des 
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4EBPs, qui conduit à la libération d’eIF4E. S6K activée phosphoryle la protéine 
ribosomique S6 et eIF4B, tout en inactivant à la fois eEF2K (régulateur négatif d’eEF2) 
et PDCD4, un inhibiteur de l'activité hélicase d’eIF4A. Activé par PI3K et par 
interaction ribosomale, le complexe mTORC2 phosphoryle et active la signalisation Akt 
et la voie PKC. Le complexe TSC1/2, qui inhibe mTORC1, est régulé négativement par 
Akt et MAPK / RSK1, et est activé par l'AMPK et GSK3, qui régulent eEF2K et eIF2B, 
respectivement. eIF2B facilite le recyclage du GDP en GTP sur eIF2. eIF2-GTP et Met-
ARNt forment un complexe ternaire (eIF2TC), qui, avec la sous-unité ribosomale 40S et 
d'autres facteurs d'initiation, va pouvoir former le complexe de pré-initiation 43S. Ce 
complexe est recruté à l'ARNm lié à eIF4F (via eIF4G-eIF3), pour faciliter la traduction 
cap-dépendante. 
Dans des conditions de stress et / ou d'inhibition d’eIF4F, un mécanisme de traduction 
cap-indépendante peut entrer en jeu par le recrutement du complexe 43S au codon 
d'initiation en présence d’une IRES (Internal Ribosomal Entry Site) dans l'ARNm. La 
stimulation de la voie des MAPK active les Mnks (par ERK et p38), avec l’association 
PKC-dépendante de Mnk à eIF4G et la phosphorylation d’eIF4E, menant à la 
traduction d’ARNm spécifiques. L’hypoxie ou le stress induisent la phosphorylation 
d’eIF2a (via pERK, PKR, GCN2, ou HRI), qui bloque le recyclage du GTP sur eIF2, 
entraînant une inhibition de la synthèse globale des protéines et la promotion de la 
traduction d’ARNm spécifiques contenant des uORFs. Les différents inhibiteurs des 
facteurs de la traduction cités dans le texte et utilisés en clinique ou en préclinique sont 
représentés. (Tiré de M. Grzmil et al., Cancer Research 2012) 
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B. Article publié dans Nature 2014 : Identification d’un biomarqueur et 
de nouveaux inhibiteurs spécifiques 
1. Article 
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2. Figures supplémentaires 
 
 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 88 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 89 
   
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 90 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 91 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 92 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 93 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 94 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 95 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 96 
 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 97 
 
C. Discussion 
 
Dans ce travail, nous avons identifié un nouveau biomarqueur de résistance aux inhibiteurs de 
BRAF, visualisable par PLA. Pour optimiser la réponse tumorale aux thérapies ciblées, qui 
constituent un traitement de choix des mélanomes métastatiques mutés, et dont l‘indication ne 
cesse de s‘étendre à d‘autres cancers, nous proposons d‘y associer un inhibiteur de l‘initiation 
de la traduction cap-dépendante.  
 
1. Quel est l’effet de l’inhibition de l’initiation de la traduction cap-
dépendante sur la synthèse protéique générale ? 
 
Une question légitime, fréquemment soulevée lors de la présentation de nos résultats, aussi 
bien à l‘occasion de séminaires que lors de la soumission de l‘article au journal Nature, était 
de savoir comment prouver que nos modèles résistants au vemurafenib, résistaient bien par 
l‘intermédiaire du maintien de l‘initiation de la traduction cap-dépendante, par opposition à 
une inhibition de toute la synthèse protéique dans les cellules sensibles. Pour répondre à cette 
question, l‘expérience d‘incorporation de méthionine 35S, dont les résultats sont présentés 
dans la figure supplémentaire 3a (Hélène Malka-Mahieu), a été d‘un intérêt majeur. Cette 
expérience a ainsi montré que l‘incorporation de méthionine 35S n‘était pas affectée après 3 
heures d‘exposition au vemurafenib, mais diminuait après 24 heures de traitement. Or les 
régulations traductionnelles fines observées par RTq PCR, sur la quantité des différents 
ARNm testés, en cours de traduction dans les fractions de polysomes, ont bel et bien été 
observées dès 3 heures de traitement (Figure supplémentaire 4). Nous avons ainsi démontré 
que l‘initiation de la traduction de certains ARNm était différentiellement régulée selon la 
sensibilité ou la résistance de nos cellules par rapport au vemurafenib. 
Pour aller plus loin dans l‘exploration de la régulation de la traduction dans ce contexte, il 
reste plusieurs domaines à explorer. Premièrement, il serait intéressant d‘étudier les 
conséquences fonctionnelles des variations traductionnelles de tel ou tel ARNm, par exemple 
en termes d‘apoptose, d‘invasion, de migration ou d‘angiogenèse. 
Deuxièmement, comme nous l‘avons fait sous vemurafenib, nous pourrions aussi étudier les 
régulations traductionnelles fines par RTq PCR, sur la quantité d‘ARNm en cours de 
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traduction dans les fractions de polysomes, après exposition aux flavaglines, seules ou en 
synergie avec le vemurafenib. Dans notre article, l‘extraction des polysomes en fonction de 
leur densité était suivie d‘une RTq PCR de chaque fraction obtenue. Dans la même optique, 
une méthode plus moderne et plus sensible que celle que nous avons utilisée ici serait de 
réaliser un « ribosome profiling ». Le « ribosome profiling », technique développée en 2009 
par Nick Ingolia et Jonathan Weissman, a l‘avantage de définir avec une très haute résolution 
(au nucléotide près) les fragments d‘ARNm en cours de traduction 300 . Un « ribosome 
profiling » de nos lignées sensibles et résistantes, avec ou sans vemurafenib, et/ou avec ou 
sans flavaglines, nous apportera des informations très précises sur la traduction effectivement 
en cours dans chacune des conditions, tous ARNm confondus.   
Dans ce travail de thèse, nous avons testé sur nos modèles de mélanome résistants aux 
inhibiteurs de BRAF les flavaglines synthétisées par l‘équipe du Dr Laurent Désaubry à 
l‘université de Strasbourg. Celui-ci a en effet pu nous fournir des quantités suffisantes de 
flavaglines pour montrer leur efficacité in vivo. Cependant il existe de nombreux autres 
inhibiteurs de l‘initiation de la traduction cap-dépendante, décrits dans le paragraphe II-A-4. Il 
reste nécessaire de comparer l‘efficacité de nos flavaglines avec celle des autres inhibiteurs 
connus. En ce sens, l‘avancée technologique que représente le « ribosome profiling » devrait 
permettre de comparer tous ces inhibiteurs, afin de choisir celui dont les effets traductionnels 
seront les plus spécifiques et adaptés à l‘effet anti-tumoral recherché. 
 
 
2. Extrapolation à d’autres contextes de résistance tumorale 
 
Il est probable que la synergie observée entre les flavaglines et les inhibiteurs de BRAF, 
démontrée dans notre article, soit aussi retrouvée entre les flavaglines et les inhibiteurs de 
MEK, dans le contexte des cancers porteurs d‘une mutation oncogénique de RAS. Il s‘agirait 
alors d‘une autre combinaison thérapeutique applicable aux mélanomes mutés NRAS bien-sûr 
(20% des mélanomes environ), mais aussi à d‘autres types de cancers. Ce nouveau projet est 
en cours dans notre équipe de recherche. 
 
Plus largement, l‘intérêt de coupler les flavaglines aux inhibiteurs de RTK, et/ou aux 
inhibiteurs de la voie PI3K / Akt / mTor utilisés dans divers cancers, pourrait être étudié dans 
un second temps. 
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Enfin, il existe un autre type de traitement face auquel le mélanome est particulièrement 
résistant : la radiothérapie
301. Il serait donc particulièrement intéressant d‘étudier l‘état du 
complexe eIF4F dans les cellules de mélanome exposées à de la radiothérapie, par exemple 
aux doses de 2 et 5 Gy, couramment utilisées sur des cultures cellulaires in vitro. En 2012, 
Badura et al. ont montré que la réponse aux dommages à l‘ADN induite par les rayons 
ionisants, dans les cellules de cancer du sein, dépend de la traduction sélective de certains 
ARNm, régulée par les taux d‘eIF4G1302. L‘augmentation de l‘expression d‘eIF4G1 dans ces 
cellules augmentait préférentiellement la traduction d‘ARNm impliqués dans la survie 
cellulaire et la réponse aux dommages à l‘ADN, en limitant l‘autophagie et l‘apoptose. Il est 
donc possible que la radiorésistance classique du mélanome soit elle aussi liée au maintien de 
la traduction cap-dépendante. Dans ce contexte, la technique de PLA des complexes eIF4E / 
eIF4G et eIF4E / 4E-BP1, pourrait aussi être utilisée comme biomarqueur de résistance, et les 
inhibiteurs de l‘initiation de la traduction cap-dépendante pourraient alors aider à sensibiliser 
les cellules de mélanome à la radiothérapie. 
 
 
 
III.  Résultats 2 : Compréhension des tumeurs  
paradoxales induites par les inhibiteurs de BRAF: de la clinique 
au moléculaire 
A. Recherche d’une participation HPV à la tumorigénèse 
 
En raison de la similitude clinique et histologique entre les tumeurs cutanées induites par les 
inhibiteurs de BRAF et les verrues classiques secondaires aux Human Papilloma Virus (HPV), 
nous avons collaboré avec l‘équipe du Dr Michel Favre de l‘Institut Pasteur, afin d‘évaluer la 
prévalence du virus HPV dans ces tumeurs.  
 
En effet, en microscopie optique, la présence de cellules de type « koïlocytes » dans les 
tumeurs paradoxales est évocatrice d‘une participation HPV (Figure 17). Ce type de cellules 
avec des noyaux hyperchromatiques entourés d‘un halo clair périnucléaire était fréquemment 
observé par le Dr Gorana Tomasic, anatomo-pathologiste dans notre institut, dans les zones 
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d‘hyperplasie épidermique avec épaississement de la couche granuleuse, comme il est 
communément observé dans les verrues virales. 
 
 
 
 
 
Figure 17 : Visualisation de cellules à type de « koïlocytes » dans un papillome 
verruqueux induit par le vemurafenib (agrandissement x10 à gauche et x40 à droite) 
 
Les résultats de recherche d‘HPV ont été publiés en collaboration avec l‘équipe du Dr Darrin 
Stuart, de Novartis, dans le journal Cancer Research en 2014
303
 (voir manuscrit en annexe C). 
Nous avons ainsi testé 62 lésions cutanées bénignes et malignes. Huit de ces lésions (13%) 
étaient porteuses d‘un des 6 types d‘HPV 9, 32, 38, 49, 80, et 100, ce qui montre que l‘HPV 
pourrait contribuer à la tumorigénèse dans une minorité de cas. Dans 4 cas, nous disposions 
d‘échantillons de peau normale du même patient, dans laquelle il n‘a pas été retrouvé d‘ADN 
d‘HPV. Pour un patient, 2 HPV de types différents ont été mis en évidence dans 2 tumeurs 
distinctes (HPV9 et 49) alors que 3 autres tumeurs du même patient étaient dépourvues 
d‘HPV. Etonnamment, le marquage p16, communément associé aux carcinomes 
épidermoïdes du col de l‘uterus induits par l‘HPV, était focalement positif dans 56% des 
tumeurs HPV négatives.  
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Plusieurs autres études publiées en parallèle
304,305
 ont finalement confirmé la faible prévalence 
d‘HPV dans les tumeurs secondaires aux inhibiteurs de BRAF, suggèrant que ces inhibiteurs 
induisent des proliférations kératinocytaires mimant des lésions induites par les HPV, sans 
nécessairement la présence d‘HPV. Il est aussi possible que d‘autres microorganismes que les 
HPV, que nous ne savons pas encore mettre en évidence, soient impliqués. 
 
B. Visualisation des dimères BRAF-CRAF dans les tumeurs 
paradoxales humaines induites par les inhibiteurs de BRAF  
 
Parmi nos patients traités par inhibiteurs de BRAF, nombre d‘entre eux ont présenté des 
tumeurs cutanées, mais aussi extra-cutanées. Nous avons réalisé une étude approfondie, 
histologique, et moléculaire de ces tumeurs ; et en particulier, nous avons développé une 
méthode permettant de visualiser les dimères BRAF-CRAF impliqués dans l‘effet activateur 
paradoxal des inhibiteurs de BRAF, comme nous avions déjà pu les visualiser auparavant in 
vitro sur des lignées cellulaires exposées au sorafenib (Annexe B). Ci-dessous le manuscrit de 
l‘article en cours de soumission. 
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Summary  
 
Background: BRAF-inhibitors, have demonstrated a clinical benefit in patients with V600- 
mutated metastatic melanoma but are associated with an increased risk of developing skin 
tumors via a paradoxical activation of the MAPK pathway, particularly in the presence of a 
RAS mutation.  
Methods: We performed a clinical, pathological and molecular study of 73 cutaneous and 
extra-cutaneous tumors that emerged or progressed among 31 patients treated with a BRAF-
inhibitor, in comparison with 64 spontaneous control tumors. 
Results: We identified 36 verrucous papillomas, 22 keratoacanthomas/squamous cell 
carcinomas (SCC), 1 lymph node metastasis of a formerly excised SCC, 5 melanomas, 2 
transformed congenital melanocytic nevi, 3 basal cell carcinomas, and 4 extra-cutaneous 
carcinomas. The MAPK pathway was activated in the 57 tumors that could be evaluated for 
ERK-phosphorylation. Oncogenic RAS mutations were found in 58% of the 66 evaluable 
samples. The dimerization between BRAF and CRAF proteins could be visualized directly in 
the patients‘ tumor samples, using a proximity ligation assay. The heterodimers were 
significantly associated with the anti-BRAF treatment, as it was also clearly demonstrated in 
an in-vitro model. Combination of anti-BRAF with an anti-MEK agent was able to 
significantly decrease the formation of the BRAF-CRAF dimers and the resulting MAPK 
pathway activation in vitro.  
Conclusion: 
Anti-BRAF agents can promote skin as well as extra-cutaneous tumors through the formation 
of BRAF-CRAF dimers that could be visualized in vivo for the first time. This data leads to 
the identification of a subpopulation of patients who are at high risk of developing secondary 
tumors when treated with BRAF-inhibitors.  
  
Key words: Melanoma, vemurafenib-dabrafenib, skin tumors, keratoacanthomas, MAPK 
pathway, BRAF, CRAF 
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Manuscript: 
 
Introduction 
 
Activating BRAF mutations occur in ~7% of human malignancies and in ~40-60% of 
melanomas
306
. Specific BRAF inhibitors, vemurafenib and dabrafenib are now standard of 
care for patients with BRAF
V600-
 metastatic melanoma, inducing objective tumor responses in 
50-60% of the patients and significantly prolonging their overall survival compared to 
previous standard chemotherapy dacarbazine
307 , 308
. However, BRAF inhibitors have two 
major drawbacks: First their action is limited in time, and most of the patients develop 
secondary resistances in 6 to 8 months. Second, they are associated with the emergence of 
multiple skin benign and malignant tumors: papillomas, keratoacanthomas (KA), squamous 
cell carcinomas (SCCs) as well as atypical pigmented nevi and even new melanomas
309
. 
These rather unexpected adverse events had already been reported with the use of a previous 
less potent and less selective RAF inhibitor, sorafenib
310
. This latter, which is mostly used for 
its anti-KIT and antiangiogenic (anti-VEGFR) properties is also a weak pan-RAF inhibitor. 
Prospective study of the skin of patients treated with sorafenib revealed, in addition to the 
changes linked to the blockade of VEGF receptors, worrisome skin tumors that were not 
observed with other VEGFR inhibitors that do not target RAF proteins, like sunitinib for 
example. The hypothesis that keratinocyte and melanocytic skin tumors arising with sorafenib 
were linked to the anti-RAF effect of the drug was therefore raised. This hypothesis was 
confirmed in vitro on keratinocytes which showed, in the presence of sorafenib, a paradoxical 
activation of the MAPK pathway via CRAF activation and the formation of BRAF-CRAF 
heterodimers
311 , 312 , 313
. As it could be expected from these data, more potent and more 
selective BRAF-inhibitors vemurafenib and dabrafenib, that became available some years 
later, displayed, in addition to their antitumor action on BRAFV
600-
 melanoma cells, a higher 
incidence of new skin tumors, arising in up to 15 to 20% of the patients. These secondary 
tumors frequently harbor a RAS mutation, in 30 to 70% of the cases depending of the series. 
In line with these findings, in vivo data using a murine model of RAS-mediated skin 
carcinogenesis showed that vemurafenib accelerated the growth of tumors harboring RAS 
mutations
314,315,316,317,318
. These results were also in accordance with previous in vitro data 
obtained on melanoma cell lines harboring NRAS mutation but wild-type for BRAF, in which 
it was found that the MAPK pathway was paradoxically activated instead of being inhibited 
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by BRAF-inhibitors. In these models, the signal was transduced via CRAF, itself 
transactivated by its dimerization with BRAF.  
Having established that the cells that were RAS
mut
 and BRAF
wt
 had an increased risk of 
transformation, and because it was already known that RAS mutation can occur in various 
benign tumors from diverse tissues and organs, the worrisome question of the potential 
induction of extra-cutaneous cancer transformation was logically raised. Very recently, the 
report of a patient with an NRAS
mut
 myelomonocytic leukemia
319
 seemingly aggravated by 
vemurafenib was the first of these dreaded cases. 
We report a series of skin and extra-cutaneous tumors arising or progressing rapidly under 
BRAF inhibitor. These cases were screened for a panel of relevant somatic mutations and the 
level of ERK phosphorylation. The mechanism of reactivation of the MAPK pathway leading 
to ERK phosphorylation was explored by the development of a new test allowing the 
visualization, for the first time, on patients‘ tumor specimens, of the dimerization of BRAF 
and CRAF.  
Our results confirm the pro-oncogenic potential of BRAF-inhibitors and the underlying role 
of RAS mutations. They have a practical consequence concerning the upfront identification 
and management of a subpopulation of patients at risk in whom BRAF-inhibitors should not 
be given without great caution.  
 
Material and methods 
 
Patients: All patients had a metastatic non-resectable BRAF
V600-
 melanoma except one 
patient who had a BRAF
V600E
 anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma. They were treated 
with 960 mg twice a day of vemurafenib (N=27) or 150 mg twice a day of dabrafenib (N=3) 
for at least 20 days. Patients were treated in the context of BRIM-3 (NCT01006980) or VE-
BASKET (NCT 01524978) clinical trials, or according of the EMA authorization and they all 
gave a written informed consent for molecular analyses of their biopsied specimens (IRB# 08-
027). 
 
Analyses on patients’ tumor specimens: Seventy-three tumors samples originating from 31 
patients treated with BRAF-inhibitors were analyzed (Table 1). To be able to evaluate the 
effect of the treatment on their healthy-looking skin, 6 of those 31 patients, plus 3 additional 
patients who never developed any secondary tumor (patient #9, 10 and 15), agreed to undergo 
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a healthy skin biopsy, before and/or after the initiation of BRAF-inhibitor treatment, which 
enabled us to study 16 additional ―normal skin‖ specimens before and/or after treatment. A 
series of control tumors were also analyzed as controls: 13 verrucous papillomas, 13 KA or 
SCCs, 10 vulvar SCCs, 10 urothelial carcinomas, 10 NRAS
mut
 melanomas, 7 melanocytic 
congenital nevi, originating from 63 patients who were not treated with BRAF-inhibitor.  
Samples were cut into 4µm sections, formalin-fixed, paraffin-embedded and stained with 
hematoxylin and eosin. Samples were stained immunochemically for phospho-ERK protein 
(monoclonal 20G11, Cell signaling technology, Boston, MA). The kerotinocytes in epidermis 
could be used as an internal positive control.  
 
Genotyping: Genetic analysis of clinical specimens was performed on 119 evaluable samples 
because 12 biopsies were too small to allow DNA extraction. Those included 57 samples from 
patients treated with a BRAF-inhibitor, and 62 control spontaneous tumors. Genomic DNA 
was extracted from 10 to 20-μm-thick paraffin-embedded unstained slides of each skin lesion 
using DNeasy Blood and tissue kit (QIAGEN, Hilden, Germany) according to the 
manufacturer‘s instructions. Genomic analysis was performed using Ion Torrent PGM. The 
following genes were included in the analysis: HRAS, KRAS, NRAS, NF1, NF2, RAC1, BRAF, 
MAP2K1, MAP2K2, AKT1, AKT2, AKT3, PI3KCA, PIK3R1, MET, MITF, MLL3, NFE2L2, 
NOTCH1, NOTCH2, PDGFRA, PTEN, RET, ROS1, STK11, TGFBR1, TP53, ALK, CDKN2A, 
CTNNB1, EZH2,  ABL1, CDK4, EGFR, ERBB2, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, GNA11, 
GNAQ, IDH1, IDH2, KIT, FLT3, JAK2, and KIT. 
 
Cell culture: SK-Mel2 and MEL10 melanoma cell lines were cultured in EMEM and in 
DMEM (Invitrogen), respectively, containing 10% fetal calf serum (FCS; Perbio) and 
antibiotics (penicillin/streptomycin; Invitrogen). Vemurafenib used for cell treatment was 
purchased from Selleckchem and dissolved in DMSO. All cell lines were regularly verified to 
be mycoplasma-free using a PCR based test (Biovalley, France). Genomic DNA was isolated 
using Genomic Tips kits (Qiagen), and the same genomic analysis as described above was 
performed using Ion Torrent PGM to confirm the presence of the NRAS
Q61R
 mutation in both 
cell lines. 
 
Protein expression: Cells were lysed in RIPA lysis buffer (Cell Signaling) supplemented 
with dithiothreitol, phenylmethanesulfonyl fluoride (Sigma) and fresh protease and 
phosphatase inhibitors (Roche). The proteins were separated by SDS-PAGE and Western blot 
 Inhibiteurs de BRAF dans le traitement du cancer : 
Contribution à l’étude des mécanismes de résistance et des effets secondaires paradoxaux 
 Page 107 
analysis was performed according to standard protocols using Erk1/2 (rabbit, 9102), and 
Erk1/2 phospho Thr202/Tyr204 (rabbit, clone 20G11, 4376) antibodies purchased from Cell 
Signaling and GAPDH (mouse, clone 6C5, MAB374) antibody purchased from Millipore.  
 
Proximity Ligation Assay (PLA): Cells were grown on glass cover slips, treated with 
DMSO or vemurafenib, fixed with methanol and permeabilized with acetone. For PLA on 
fixed tissue samples, following dewaxing and rehydrating of tissue sections, antigen retrieval 
was performed by heating the slides for 30 min at 95 °C in TE buffer, pH 9. From this point, 
the tissue sections and the cell lines were treated identically according to the manufacturer‘s 
instructions (Olink Biosciences) using BRAF (F7) and CRAF (C12) antibodies, with 
incubation at 4°C overnight. PLA minus and PLA plus probes (containing the secondary 
antibodies conjugated with oligonucleotides) were added and incubated 1 h at 37°C. 
Afterwards, further oligonucleotides were added, and allowed to hybridise to the PLA probes, 
and ligase joined the two hybridised oligonucleotides to a closed circle. The DNA was then 
amplified (rolling circle amplification), and detection of the amplicons was carried out using 
the ‗Brigthfield detection kit‘ for the chromogenic revelation or using the 'far Red detection 
Kit' for the fluorescence revelation. The sections were mounted with Olink mounting media. 
Results can be visualized by confocal microscopy (SPE (leica)) or a scanner (Olympus 
VS120).  
 
Statistical analysis: Statistical analysis used are a nonparametric, nonapparied test of two 
unmatched groups (Mann Withney) or more than two (Anova one way). 
 
Results:  
 
Patients and Tumors: Between 2010 and 2014, 73 tumors originating from 31 patients, that 
were considered to have emerged or significantly progressed during treatment with 
vemurafenib (N=28) or dabrafenib (N=3) were studied (Table 1). The majority of these 73 
tumors, were classical and frequently described cutaneous keratinocytic benign, borderline of 
malignant tumors: 36 verrucous papillomas, 22 KA or cutaneous SCCs. However, 11 tumors 
were more atypical. Five tumors were de novo melanomas, which have also been reported 
during the course of BRAF inhibitor treatment but much less frequently than keratinocytic 
tumors
320
. Two samples were congenital melanocytic nevi (CMN) that underwent atypical 
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transformation under treatment (patients #2 and #30, fig. 1D-F). Four tumors were mucosal 
carcinomas: one vulvar (patient #32), one gingival (patient #23) and one lingual SCCs 
(patient #33, fig. 1A-C), and one urothelial carcinoma (patient #20). 
The majority of these tumors were not present, at least not clinically or radiologically, before 
initiation of BRAF inhibitors. For 2 patients, there was already, before initiation of the 
treatment a precursor benign lesion under the form of a CMN (patients #2 and #30). For 2 
other patients, there was a pre-existing lesion: a small urothelial nodular lesion that was 
present on the initial CT scan but that progressed significantly under anti-BRAF therapy 
(patient #20, fig. 1G-I), and the second patient presented an aggressive lymph node relapse of 
a previously treated cutaneous squamous cell carcinoma of the lip (patient #6, fig. 1J,K,M).  
 
Genotyping of the tumors compared to control tumors (unrelated to BRAF inhibitor 
treatment): Oncogenic RAS mutations were found in both benign and malignant tumors in 
BRAF-inhibitor treated patients. HRAS mutations on codons 12 or 13 were found in 38% of 
the 34 evaluable verrucous papillomas and 62% of the 21 evaluable KA/SCC. KRAS 
mutations were found in 21% of the verrucous papillomas but none of the KA/SCC. All the 
mutations found in each sample by next generation sequencing among the screened genes are 
reported in table 1. PTEN deletions were found in 3% of the verrucous papillomas, whereas 
CDKN2A mutations were found in 5% of the KA/SCC. Similar mutations were found in our 
control series of control verrucous papillomas and KA/SCC, except for isolated PIK3CA 
mutations that were exclusively found (18%) in spontaneous KA/SCC. NRAS
Q61- 
mutation 
was found in 40% of the secondary melanomas, in one of the 2 transformed CMN, and in 
57% of 7 control CMN. A KRAS
G12V
 mutation was found in the urothelial carcinoma and a 
HRAS
G13V
 mutation was found in the vulvar carcinoma, both induced by vemurafenib. By 
contrast, only 2 among the 10 control urothelial carcinomas used as controls harbored a RAS 
mutation, while no RAS mutation was found among the 10 control vulvar carcinomas. 
Similarly, the lingual SCC harbored a HRAS
G12S
 mutation. Patient #6 carried a germinal 
CDKN2A
H66fs
 mutation that was logically found in the lymph node relapse of a formerly 
excised lip SCC that rapidly progressed under treatment. Interestingly, this patient developed 
numerous other primary in situ cutaneous SCC under vemurafenib as shown in Fig. 1L. 
 
Study of the formation of BRAF/CRAF dimers in vitro: To further investigate the 
mechanism underlying the paradoxical activation of the MAPK pathway following anti-
BRAF treatment in a RAS-mutated context in vitro, we used two melanoma cell lines BRAF-
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wt harboring an activating NRAS
Q61R
 mutation exposed or not to vemurafenib. Since the 
paradoxical effect of anti-BRAF treatment on the MAPK pathway is thought to be related to 
BRAF-CRAF heterodimerization, we looked for this BRAF-CRAF complex formation in 
vitro using a sensitive proximity ligation assay (PLA). This assay consists in detecting two 
proteins (here BRAF and CRAF) with two primary antibodies raised in different species. A 
pair of oligonucleotide-labeled secondary antibodies generates a signal when the two target 
proteins are bound in close proximity. We indeed observed an induction of the formation of 
BRAF-CRAF heterodimers (Fig. 2A) associated with an increased ERK-phosphorylation in 
vemurafenib-treated cells (Fig. 2B). This paradoxical induction of ERK phosphorylation was 
impaired by exposing cells to vemurafenib in combination with a MEK inhibitor such as 
trametinib or PD 0325901 (Fig. 2B). 
 
 
Molecular study of ERK, BRAF and CRAF in tumor samples: To further explore this 
mechanism of activation of the MAPK pathway in vivo, we looked for ERK phosphorylation 
in 57 keratinocytic tumors excised from patients undergoing BRAF inhibitor treatment. High 
phosphorylation of ERK was observed in all tumors (data not shown). We then performed a 
similar BRAF-CRAF PLA on formalin fixed paraffin embedded tissue with chromogenic 
detection. BRAF-CRAF dimers could be visualized in 100% of the samples. To evaluate the 
influence of BRAF treatment in the occurrence of BRAF-CRAF dimers, we compared the 
numbers of dimers in tumors from anti-BRAF treated patients with control tumors from 
patients not treated with BRAF-inhibitor (Fig. 3A) and we found that there were a 
significantly higher number of BRAF-CRAF interactions in BRAF-inhibitor induced tumors. 
In normal skin, BRAF-CRAF complex formation was not increased in patients receiving anti-
BRAF therapy compared with normal control skin (Fig. 3B).  
In order to evaluate association between RAS mutations and BRAF-CRAF heterodimers, we 
differentially analyzed the BRAF-CRAF PLA score in RAS mutant and RAS-wt keratinocytic 
tumors with their BRAF-inhibitor-free control series according to their RAS status. We 
observed that the BRAF-CRAF PLA score was significantly increased by BRAF-inhibitor 
treatment independently of RAS mutational status (Fig. 3C).  
We then looked for the presence of BRAF-CRAF dimers in the non keratinocytic tumor 
samples developed under BRAF-inhibitors such as the mucosal and melanocytic tumors. 
Although our sample number was small, we compared each BRAF-CRAF PLA rate with a 
group of BRAF-inhibitor-free control tumors. Interestingly, the vulvar SCC (patient #32) and 
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a transformed CMN (patient #2) presented a much higher rate of BRAF-CRAF dimers in 
comparison with the BRAF inhibitor-free control tumors (Fig. 4). Among NRAS mutant 
melanomas and urothelial carcinomas, the increase in BRAF-CRAF dimerization was not as 
clear.  
 
 
Discussion 
 
Beside their indubitable benefit in terms of response rate and overall survival for patients with 
metastatic melanoma harboring a BRAFV600E mutation, BRAF inhibitors were known to 
have a major drawback which is the induction of a spectrum of cutaneous benign, borderline 
and malignant tumors. Until recently, only skin tumors had been reported and none of them 
had been aggressive or became metastatic. A close dermatologic follow-up of the patients was 
advised and seems sufficient to detect any new suspicious lesion and excise it. One of the 
mechanisms leading to the initiation of secondary tumors was found to rely on a paradoxical 
activation of the pathway due to CRAF activation in the context of dimerization between 
BRAF and CRAF in the presence of a RAS mutation. Because this somatic genetic context , 
i.e: BRAF
wt
, RAS
mut
 can be found in many organs in premalignant tumors, like colon polyps 
for example, emergence of extra-cutaneous tumors is in theory possible, and the recent report 
of the aggravation of a RAS
mut
 leukemia under anti-BRAF agent was the first illustration of 
this dreaded event
14
. Now we definitely show here that the skin is not the only target of the 
cancer promoting effect of BRAF inhibitors. Indeed, we have observed mucosal tumors, both 
oral and genital, as well as rapid progression of an urothelial tumor.   
In terms of skin tumors we report the first case of transformation of a NRAS
mut
 CMN. And 
one patient, with a germinal mutation of CDKN2A presented a rapid and aggressive metastatic 
relapse of a previously resected cutaneous SCC, together with an efflorescence of cutaneous 
in situ SCCs. For this latter patient, we cannot definitely conclude that the treatment with 
BRAF inhibitor induced the relapse, but this is a reasonable hypothesis since CDKN2A is 
known to be a negative regulator of CDK4 and cyclin D1, that can cause resistance to 
dabrafenib
321
.  
We have confirmed that all the tumors induced or promoted by BRAF inhibitors have a high 
level of ERK phosphorylation, with a high frequency of RAS mutations, in more than 50% of 
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the cases. In particular, one transformed CMN, the vulvar and the urothelial carcinomas all 
harbored a RAS mutation. Concerning the exact mechanism underlying this paradoxical 
pathway activation, we could, for the first time in human samples visualize a physical 
interaction between BRAF and CRAF, using a specific biological assay, the PLA which could 
also reveal the induction of the BRAF-CRAF complex formation in vitro in two 
BRAF
wt
/NRAS
mut
 cell lines associated with increased ERK phosphorylation. The rate of 
BRAF-CRAF dimers was significantly increased by BRAF inhibitors both in the RAS
mut
 and 
RAS
wt
 secondary tumors. It is possible that, in the absence of RAS mutation, other 
unidentified mutations involving the MAPK pathway could be involved. These data have 
major clinical and therapeutic implications because they lead to the identification of a 
subpopulation of patients who are at high risk of developing or favoring the progression of a 
tumor when treated with anti-BRAF.  
First, CMN commonly observed in about 1 to 6% of newborns
322
 frequently harbor NRAS 
mutations (50% to 80% for the largest lesions). The highest degree of caution is thus 
recommended before initiating anti-BRAF
V600-
 therapies in patients presenting with this type 
of benign lesion because of the major risk of transformation. RAS mutations are frequent 
among premalignant congenital or acquired premalignant lesions like verruco-sebaceous nevi 
or colon polyps for respective examples. In these contexts, BRAF-inhibitors could be 
deleterious and promote RAS
mut
 tumor progression. There are also some rare genetic 
backgrounds like the Costello syndrome that have a constitutional activation of a RAS protein, 
and for whom, in theory, the risk of developing a secondary tumor is important. Because of 
this critical risk of promotion of external as well as internal cancers, patients should benefit 
from regular clinical examination, including the genital areas and a tumor biopsy should be 
performed every time there is any doubt between a progressing metastasis and a new primary 
tumor visualized on follow-up CT scans.  
In order to potently inhibit mutant BRAF cells without inducing any paradoxical activation, 
non-paradox-inducing RAF inhibitors termed paradox-breakers such as PLX7904 are under 
development and have yielded promising results in vitro
323
. The combination of anti-BRAF 
and anti-MEK agents is in active development and has recently shown a benefit over anti-
BRAF agent alone in term of rate and duration of response. This combination seems to be 
devoid of paradoxical MAPK activation in vitro and patients treated with it are less prone to 
develop neoplastic skin tumors, found in less than 10% of the cases
324,325
.  
Both vemurafenib as a single agent and the combination of dabrafenib and trametinib (anti-
BRAF and anti-MEK agents)  are presently evaluated in the adjuvant settings, in patients who 
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have had a complete resection of melanoma lymph node metastases and are thus at high risk 
of metastatic relapse. Our data and results clearly are in favor of the combination treatment in 
this adjuvant setting, from a safety point of view. However, whether the effect of MEK 
inhibition in vivo is of sufficient magnitude to entirely abrogate the risk of BRAF-inhibitor-
mediated oncogenesis in all settings would appear unlikely, in light of the recent case report 
of the activation of a presumably dormant KRAS
mut
 metastatic colon cancer occurring under 
the combination of dabrafenib and trametinib
326
. 
 
We are awaiting the availability of new treatments devoid of the paradoxical effect. In the 
meantime, it is of paramount importance that clinicians be alerted to this risk of paradoxical 
oncogenesis and to the identification of patients at high risk of developing such paradoxical 
adverse events.   
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2. Figures  
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3. Tableau 
 
Table 1. 
Patient # Histology  Treatment 
Day of 
excision 
Mutational status 
BRAF-CRAF 
score 
Biospies from patients treated with BRAF inhibitors  
1 Normal skin None 0 TGFBR1 V153I 2,5 
1 Normal skin Dabrafenib 21 TGFBR1 V153I 1,5 
1 Invasive cuSCC Dabrafenib 46 TGFBR1 V153I and A202V  4 
1 Verrucous papilloma Dabrafenib 46 
TGFBR1 V153I, PIK3CA 
E545K and E542K 
4 
2 Verrucous papilloma Vemurafenib 290 wt 4 
2 Transformed CMN Breslow 0,6mm Vemurafenib 220 NRAS Q61K 3 
3 Normal skin None 0 wt 2 
3 Normal skin Vemurafenib 21 wt 2,5 
3 Verrucous papilloma Vemurafenib 55 KRAS G12D 4 
4 SSM Breslow 0,3mm Vemurafenib 56 wt 2,5 
5 Invasive cuSCC Vemurafenib 56 HRAS G12C 3,5 
5 Verrucous papilloma Vemurafenib 56 HRAS G12V 3 
5 cuSCC Vemurafenib 56 HRAS G12D 3 
5 Verrucous papilloma Vemurafenib 56 wt 3,5 
5 Verrucous papilloma Vemurafenib 134 wt 4 
5 Verrucous papilloma Vemurafenib 134 KRAS G12C 3 
5 Verrucous papilloma Vemurafenib 134 wt 1,5 
6 cuSCC lymph node relapse Vemurafenib 60 nd nd 
7 Micro-invasive cuSCC Vemurafenib 63 wt 2 
7 Verrucous papilloma Vemurafenib 105 wt 4 
8 Normal skin None 0 wt 3 
8 Normal skin Vemurafenib 21 wt 2 
8 Verrucous papilloma Vemurafenib 50 KRAS G12V 4 
8 Verrucous papilloma Vemurafenib 50 KRAS G12V 4 
9 Normal skin None 0 wt 2,5 
9 Normal skin Vemurafenib 13 wt 2,5 
10 Seborrheic keratosis Vemurafenib 18 HRAS Q61L 2 
10 Normal skin Vemurafenib 18 wt 2,5 
11 Verrucous papilloma Vemurafenib 75 PTEN del exon 8  2,5 
12 Verrucous papilloma Vemurafenib 185 HRAS G12D G115E 4 
13 Maculo-papular dermatitis  Vemurafenib 14 wt 1 
13 Verrucous papilloma Vemurafenib 21 HRAS G12D 3 
13 Verrucous papilloma Vemurafenib 21 wt 2 
13 Verrucous papilloma Vemurafenib 21 nd 2 
13 KA Vemurafenib 168 wt 3 
13 SSM Vemurafenib 84 nd nd 
14 Verrucous papilloma Vemurafenib 60 KRAS G12D 4 
15 Normal skin None 0 wt 0,5 
15 Normal skin Vemurafenib 21 wt 0,5 
16 Micro-invasive cuSCC Vemurafenib 88 wt 2,5 
16 cuSCC Vemurafenib 109 wt 1 
16 Verrucous papilloma Vemurafenib 63 HRAS Q61L 1,5 
16 Panniculitis Vemurafenib 106 wt 2 
17 Verrucous papilloma Dabrafenib 197 HRAS Q61L 3 
18 Verrucous papilloma Vemurafenib 20 nd 3,5 
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19 Verrucous papilloma Vemurafenib 168 wt 2,5 
20 Urothelial carcinoma (low grade) Vemurafenib 55 KRAS G12V 2,5 
21 Verrucous papilloma Dabrafenib 30 KRAS G13R 2 
22 SSM in situ Vemurafenib 208 nd 3 
23 KA Vemurafenib 32 HRAS G12D, EGFR Q701H 3,5 
23 KA Vemurafenib 32 HRAS G12D, PIK3CA E542K 3,5 
23 Gingival in situ SCC  Vemurafenib 117 nd nd 
23 KA Vemurafenib 56 HRAS G12D  3 
23 Verrucous papilloma Vemurafenib 96 wt 3 
23 Micro-invasive cuSCC Vemurafenib 154 CDKN2A P114L 3 
24 Normal skin None 0 wt nd 
24 Normal skin Vemurafenib 21 wt nd 
24 Verrucous papilloma Vemurafenib 55 wt 4 
24 Micro-invasive cuSCC Vemurafenib 94 PTEN del exon8  4 
25 cuSCC Vemurafenib 56 wt 2,5 
25 Verrucous papilloma Vemurafenib 56 wt 3 
25 Verrucous papilloma Vemurafenib 56 HRAS G115E, CDKN2A L30F 3 
25 Verrucous papilloma Vemurafenib 56 HRAS G13V 2 
25 Verrucous papilloma Vemurafenib 115 wt 3 
26 Verrucous papilloma Vemurafenib 63 wt 4 
26 Normal skin Vemurafenib 98 wt 1,5 
26 Pilar dystrophy Vemurafenib 7 nd 2,5 
26 KA Vemurafenib 63 nd 3 
27 Normal skin None 0 wt 2,5 
27 Normal skin Vemurafenib 28 wt 2,5 
27 KA Vemurafenib 58 HRAS G12D 4 
27 KA Vemurafenib 58 HRAS Q61L 3 
27 KA Vemurafenib 57 HRAS G12D, TGFBR1 G52E 4 
27 cuSCC Vemurafenib 84 HRAS G12D 3 
27 cuSCC Vemurafenib 84 HRAS G12D 3,5 
27 Verrucous papilloma Vemurafenib 84 KRAS G12D 3,5 
27 cuSCC Vemurafenib 84 HRAS Q61L, PI3KCA E545K 4 
27 KA Vemurafenib 56 HRAS Q61L 4 
28 Invasive BCC Vemurafenib 21 KIT G658E  0,5 
28 BCC Vemurafenib 42 KIT D572N   0,5 
28 BCC Vemurafenib 75 KIT H790Y  0,5 
29 Verrucous papilloma Vemurafenib 105 HRAS Q61L 2,5 
29 Verrucous papilloma Vemurafenib 187 HRAS Q61L nd 
29 Verrucous papilloma Vemurafenib 208 HRAS Q61L 3,5 
29 KA Vemurafenib 64 HRAS Q61L, PI3KCA H1047R 3,5 
29 Verrucous papilloma Vemurafenib 64 HRAS Q61L 4 
29 Verrucous papilloma Vemurafenib 154 HRAS Q61L 4 
30 Transformed CMN Breslow 0,37mm Vemurafenib 222 wt 0,5 
31 SSM Clark II Vemurafenib 59 NRAS Q61K 3 
31 SSM in situ Vemurafenib 59 wt 2,5 
32 Vulvar invasive SCC Vemurafenib 83 HRAS G13V 4 
33 Lingual SCC Vemurafenib 210 HRAS G12S nd 
34 Verrucous papilloma Vemurafenib 15 HRAS Q61R, PI3KCA E542K 3 
Spontaneous KA/SCCs 
35 KA None   wt 3 
36 KA None   wt 2,5 
37 KA None   HRAS Q61L 2 
38 KA None   nd nd 
39 KA None   wt 0,5 
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40 KA None   HRAS A146V, CDKN2A V51I 0,75 
41 KA None   wt 2 
42 cuSCC None   PIK3CA E542K 3 
43 KA None   HRAS Q61L  2 
44 KA None   wt 0,5 
45 KA None   PIK3CA E545K  0,75 
46 KA None   HRAS G13V 1,5 
6 cuSCC None    CDKN2A H66fs 1,5 
Spontaneous verrucous papillomas 
47 Verrucous papilloma None   HRAS Q61R 3 
48 Verrucous papilloma None   HRAS G12D 2,5 
49 Verrucous papilloma None   HRAS Q61R 3 
50 Verrucous papilloma None   wt 2,5 
51 Verrucous papilloma None   HRASG13D, PI3KCA E545K 2 
52 Verrucous papilloma None   HRAS Q61R 4 
53 Verrucous papilloma None   HRAS G12D, PI3KCA E542K 1 
54 Verrucous papilloma None   wt 1 
55 Verrucous papilloma None   wt 2,5 
56 Verrucous papilloma None   HRAS G12D, TP53 R249W 2,5 
57 Verrucous papilloma None   KRAS G12D 2 
58 Verrucous papilloma None   wt 1,5 
59 Verrucous papilloma None   HRAS G12D, PI3KCA E545K nd 
Spontaneous CMNs 
60 CMN None   NRAS Q61R 0 
61 CMN None   wt 0 
62 CMN None   NRAS Q61R 0 
63 CMN None   BRAF V600E 0 
64 CMN None   NRAS Q61K 0 
65 CMN None   BRAF V600E 0 
66 CMN None   NRAS Q61K 0 
Spontaneous urothelial carcinomas 
67 Urothelial carcinoma None   BRAF G464E, HRAS Q61R 3 
68 Urothelial carcinoma None   PIK3CA E542K, BRAF K601E  3 
69 Urothelial carcinoma None   wt 2,5 
70 Urothelial carcinoma None   wt 2,5 
71 Urothelial carcinoma None   wt 3,5 
72 Urothelial carcinoma None   FGFR3 S249C 2 
73 Urothelial carcinoma None   
PI3KCA E545K, E81K, FGFR3 
S249C, ERBB2 L755S 
3 
74 Urothelial carcinoma None   KRAS G12D, PI3KCA E542K 3 
75 Urothelial carcinoma None   FGFR3 R248C 2,5 
76 Urothelial carcinoma None   
PIK3CA E545K, FGFR3 
S249C 
2 
NRAS mutated melanomas 
77 NRAS mutant melanoma None   NRAS Q61K 3 
78 NRAS mutant melanoma None   NRAS Q61K nd 
79 NRAS mutant melanoma None   NRAS Q61K nd 
80 NRAS mutant melanoma None   NRAS Q61R, MLL3D348N 2,75 
81 NRAS mutant melanoma None   NRAS Q61K nd 
82 NRAS mutant melanoma None   NRAS Q61L, FGFR2 R251Q 3 
83 NRAS mutant melanoma None   
NRAS Q61L, CDKN2A 
W110X 
4 
84 NRAS mutant melanoma None   NRAS Q61R 2,75 
85 NRAS mutant melanoma None   NRAS Q61K 3,5 
86 NRAS mutant melanoma None   NRAS Q61K 3,5 
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Spontaneous vulvar SCCs 
87 Invasive vulvar SCC None   wt 2,25 
88 Invasive vulvar SCC None   CDKN2A L63fs 0,5 
89 Invasive vulvar SCC None   PTEN E40* 1 
90 Invasive vulvar SCC None   wt 3 
91 Invasive vulvar SCC None   wt 0,5 
92 Invasive vulvar SCC None   wt 0 
93 Invasive vulvar SCC None   wt 0,5 
94 Invasive vulvar SCC None   IDH2 R140Q 2,5 
95 Invasive vulvar SCC None   CDKN2A H83Y 2,5 
96 Invasive vulvar SCC None   
PIK3CA E545K, CDKN2A 
Q50R 
2 
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C. Discussion 
 
1. Le PLA BRAF-CRAF : une preuve de concept, mais un usage en 
routine à développer 
 
Au cours de ce travail, nous avons pu visualiser pour la première fois les dimères BRAF-
CRAF dans des tumeurs humaines par PLA. Ces dimères, impliqués dans l‘effet paradoxal 
inducteur de la voie des MAPK des inhibiteurs de BRAF, se forment aussi de façon 
physiologique en cas d‘activation de RAS. Il était donc primordial non seulement de 
visualiser ces dimères dans les tumeurs secondaires des patients traités, mais aussi de les 
quantifier (avec un score de PLA établi par le Dr Gorana Tomasic), et de comparer leur 
prévalence dans les cellules par rapport à celle des tumeurs contrôles (c‘est-à-dire non 
induites par un inhibiteur de BRAF) de même type. 
 
Nous avons ainsi pu démontrer que, non seulement ces dimères existent dans les tumeurs 
secondaires, mais aussi que leur nombre est augmenté significativement par les inhibiteurs de 
BRAF, et ce indépendamment du statut mutationnel RAS des tumeurs. 
 
Il est à noter cependant que les dimères BRAF-CRAF sont présents en nombre important de 
façon physiologique dans l‘épiderme normal, et ce taux de base déjà relativement élevé 
explique peut-être pourquoi la plupart des tumeurs secondaires décrites sont cutanées. Cette 
présence de dimères BRAF-CRAF dans l‘épiderme normal nous a permis d‘avoir un témoin 
positif interne dans chaque lame de PLA sur tumeur cutanée étudiée. La technique de PLA sur 
prélèvements fixés en paraffine est encore relativement nouvelle et devrait permettre à 
l‘avenir de mieux comprendre de multiples voies de signalisations impliquées dans le cancer. 
Le PLA étant une technique coûteuse aussi bien en temps qu‘en argent, une plateforme 
d‘anatomo-pathologie dédiée à la recherche (Dr Julien Adam), vise actuellement à 
automatiser cette technique de PLA dans notre institut. 
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2. Risque de tumeurs secondaires autres que kératinocytaires 
induites par les inhibiteurs de BRAF 
 
Le deuxième message important véhiculé par ce travail concerne l‘induction par les 
inhibiteurs de BRAF de tumeurs secondaires autres que kératinocytaires, telles que des 
mélanomes (cela avait déjà été décrit, mais nous insistons en plus sur le risque jamais décrit 
de transformation de naevus congénitaux), et des tumeurs muqueuses vulvaire, linguale, 
gingivale, urothéliale… Il s‘agit d‘un risque encore méconnu, et à propos duquel la 
communauté médicale doit être alertée. Cela est particulièrement important dans le contexte 
d‘utilisation des anti-BRAF en monothérapie, en traitement adjuvant, chez les patients ayant 
un risque important de récidive de leur mélanome. Effectivement, on n‘accepte pas le même 
niveau de risque dans une situation adjuvante que chez un patient ayant un mélanome 
métastatique.  
 
3. Identification de patients à risque de développer des tumeurs 
secondaires 
 
De par la fréquence élevée (50-80%) des mutations du gène NRAS dans les naevus 
congénitaux, qui sont observés chez 1 à 6% des nouveaux-nés
322
,  il est important de connaître 
le risque de transformation maligne de ce type de naevus sous inhibiteurs de BRAF, à cause 
de l‘activation paradoxale de la voie des MAPK qu‘ils induisent. De même, en théorie, toute 
tumeur considérée comme bénigne mais classiquement porteuse d‘une mutation de RAS, 
comme par exemple les hamartomes verruco-sébacés et les polypes intestinaux, doit faire 
l‘objet d‘une surveillance particulière en cas d‘exposition à un inhibiteur de BRAF.  
A fortiori, en cas de mutation germinale activatrice de la voie des MAPK (comme dans les 
rasopathies décrites au paragraphe I-A-4) ou en cas de mutation germinale de CDKN2A 
(comme dans 25 à 40% des mélanomes héréditaires), le risque oncogène global devrait être 
nettement accru sous inhibiteur de BRAF, ce qui inciterait à proposer d‘autres alternatives 
thérapeutiques en premières lignes de traitement. 
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4. Rôle de NF1 dans les tumeurs secondaires paradoxales ? 
 
Du fait de la description récente d‘un mécanisme de résistance aux inhibiteurs de BRAF par 
perte de NF1 (voir paragraphe I-C-2-a ci-dessus), nous avons lancé le séquençage de ce gène 
dans nos tumeurs secondaires et nous avons retrouvé 7% de mutations pathogènes connues de 
NF1. Ces résultats préliminaires ont donné lieu à la mise en route de nouvelles expériences in 
vitro actuellement en cours, quant au rôle favorisant éventuel de ces mutations de NF1 sur une 
augmentation des dimères BRAF-CRAF et sur l‘activation subséquente de la voie des MAPK 
en aval. Si cette hypothèse venait à être confirmée, cela signifierait aussi que les patients 
porteurs d‘une mutation de NF1 germinale seraient particulièrement à risque de développer 
des tumeurs secondaires sous inhibiteur de BRAF. Ces mutations germinales sont à l‘origine 
de la neurofibromatose de type 1, la maladie autosomique dominante la plus fréquente (1 
naissance sur 3000 à 5000), qui appartient au groupe des rasopathies décrites au paragraphe I-
A-3. Les personnes atteintes de NF1 étant plus à risque de développer des tumeurs malignes 
que la population générale, aussi bien dans l‘enfance qu‘à l‘âge adulte, une exposition aux 
inhibiteurs de BRAF devrait en théorie augmenter ce risque. 
 
L‘identification de ces nouvelles populations à risque, particulièrement sensibles à l‘effet 
paradoxal des inhibiteurs de BRAF en monothérapie, permettrait dans un second temps de 
leur proposer des thérapeutiques plus adaptées (immunothérapie, inhibiteurs de MEK…). 
 
 
5. Intérêt des « Paradox Breakers » 
 
De nouveaux inhibiteurs de BRAF appelés « Paradox Breakers » sont en cours de 
développement, afin de pouvoir proposer aux patients des inhibiteurs de BRAF dépourvus de 
l‘effet paradoxal inducteur de tumeurs secondaires. 
L‘un des premiers inhibiteurs de BRAF de ce nouveau genre est le PLX7904 ou PB-04327, 
dont l‘analogue utilisable en clinique est le PLX8394 ou PB-03. Ce type d‘inhibiteurs pourrait 
être proposé en traitement de première ligne, afin de diminuer l‘incidence de tumeurs 
cutanées secondaires observée actuellement avec le vemurafenib, le dabrafenib et 
l‘encorafenib utilisés en clinique. Les autres effets secondaires cutanés mimant les symptômes 
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des « RASopathies » (maladies génétiques liées à une activation congénitale de RAS) 
devraient eux aussi disparaître en l‘absence d‘effet paradoxal de ces nouveaux inhibiteurs de 
BRAF (hyperkératoses des paumes et plantes, alopécie partielle avec cheveux fins et bouclés, 
efflorescence naevique etc…).  
L‘autre avantage attendu serait une réduction de la fréquence de mutations secondaires de 
NRAS conduisant à une résistance acquise.  
Cela nous amène à une autre indication potentielle de ce type d‘inhibiteurs améliorés : les 
patients traités par vemurafenib (par exemple) et dont les tumeurs progresseraient en raison de 
l‘acquisition d‘une mutation activatrice de NRAS. Ces patients pourraient répondre à nouveau 
sur le plan tumoral en remplaçant le vemurafenib par ces nouvelles molécules dépourvues 
d‘effet paradoxal.  
Ainsi, Basile et al. ont-ils récemment démontré que leur modèle de cellules résistantes au 
vemurafenib par épissage alternatif de BRAF était sensible aussi bien au PLX7904 qu‘au 
PLX8394
328
. 
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IV. Discussion et perspectives 
A. Nouvelles perspectives thérapeutiques 
 
Les mécanismes de résistance aux thérapies ciblées restent un défi majeur en oncologie. La 
résistance peut être de deux types:  
 
- une résistance intrinsèque dès le début du traitement (résistance innée ou de novo) 
- une résistance acquise, résultant de la sélection progressive de clones variants 
résistants.  
 
La résistance aux médicaments anticancéreux est étudiée depuis les années 1960
329
, mais a 
pris de l'ampleur après l'avènement des thérapies ciblées et du séquençage haut débit. Le 
ciblage sélectif des voies de signalisation activées s'est avéré efficace, mais les réponses 
observées sous monothérapie ne sont généralement ni complètes, ni durables. 
Une meilleure compréhension des mécanismes entrant en jeu, comme discutés dans cette 
thèse, est nécessaire pour élaborer des stratégies pour surmonter la résistance aux thérapies 
ciblées.  
 
Pour résoudre ce problème, des efforts importants sont actuellement en cours pour : 
 
1°) développer de meilleurs médicaments ou des combinaisons de médicaments plus efficaces 
pour mieux bloquer la signalisation oncogénique, 
2°) développer des tests non invasifs pour surveiller la réponse aux médicaments et guetter 
l'émergence de clones résistants.  
 
Jusqu'à présent, les cliniciens « attendaient »  que la résistance aux médicaments se développe 
et proposaient ensuite un traitement de deuxième ligne.  
Nous entrons maintenant dans une ère où nous devrions être capables d'anticiper la 
« plasticité » de la cellule cancéreuse, par une meilleure compréhension des mécanismes de 
résistance, et de développer des thérapies de combinaisons rationnelles et personnalisées. Si 
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nous ne parvenons pas à anticiper le ou les types de résistance que le cancer emploiera, nous 
serons du moins en mesure de les détecter très précocement par des approches de diagnostic 
non invasif.  
 
       Dans ce travail de thèse, nous avons ainsi identifié un nouveau biomarqueur de résistance 
aux inhibiteurs de BRAF et de MEK, visualisable par PLA. Ce PLA permet de mettre en 
évidence le maintien du complexe eIF4F dans les cellules in vitro, dans les prélèvements 
tumoraux de patients, et peut-être dans un avenir proche dans leurs cellules tumorales 
circulantes. Cela permettrait de repérer la résistance de façon précoce et non invasive, pour 
proposer une combinaison de traitement adaptée, avant la résistance macroscopique. 
 
 
B. Parallèle avec le traitement du SIDA 
 
 
Les diverses associations de thérapies ciblées anti-cancéreuses proposées plus haut ne vont 
pas sans rappeler l‘optimisation de la prise en charge thérapeutique de l‘infection par le VIH 
(Virus de l‘Immunodéficience Humaine) ces trente dernières années.  
 
Alors que les premiers patients souffrant du SIDA et traités en monothérapie par AZT à partir 
de 1986 récidivaient dans les mois suivant l‘introduction du traitement, il serait inconcevable 
de nos jours de traiter un patient séropositif avec une monothérapie. La multiplication des 
cibles thérapeutiques simultanées permet en effet de diminuer le risque d‘émergence de clone 
résistant, aussi bien dans le contexte du VIH que dans le contexte du cancer. Le VIH et la 
cellule cancéreuse partagent en effet une grande instabilité/plasticité génétique facilitant 
l‘acquisition de mécanismes de résistance face à une pression de sélection donnée. Pour le 
traitement du SIDA, il a fallu attendre 1994 pour pouvoir offrir aux patients une bithérapie, 
puis 1996 pour la trithérapie, plus efficaces.  
 
Aujourd‘hui, les patients séropositifs ont à disposition de multiples classes de médicaments 
ciblant les diverses étapes de réplication du virus, avec de moins en moins d‘effets 
secondaires, et des comprimés associant jusqu‘à 4 types de molécules à la fois (le Stribild* 
associe emtricitabine / fumarate de ténofovir disoproxil / elvitégravir / cobicistat et est 
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disponible en France depuis mars 2014). A l‘aide des multiples essais cliniques d‘envergure 
internationale, il est probable que nous soyons aujourd‘hui à l‘aube de l‘efflorescence 
thérapeutique du cancer comme cela a été le cas pour le traitement du SIDA, et que des 
combinaisons thérapeutiques efficaces et personnalisées seront disponibles plus rapidement. 
Cela devrait permettre à moyen terme de transformer le cancer en maladie chronique, avec de 
nouvelles perspectives d‘avenir pour les patients mais aussi un suivi au long cours qu‘il va 
falloir assurer du côté des structures de soin. 
 
Concrètement, dans les cancers BRAF mutés, l‘association des inhibiteurs de BRAF aux 
inhibiteurs de MEK est celle qui semble la plus proche, mais d‘autres thérapies ciblant des 
molécules en aval (comme nos inhibiteurs de la traduction cap-dépendante) ou dans les voies 
oncogéniques parallèles sont en cours d‘étude. De même, au-delà de la cellule cancéreuse à 
proprement parler, de nouvelles thérapies ciblées visant à stimuler les cellules immunitaires, 
sont particulièrement prometteuses, notamment les molécules anti PD-1, et des associations 
thérapeutiques simultanées ou séquentielles sont à prévoir dans les années à venir. 
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V. Annexes 
A. Article sur les effets secondaires cutanés du vemurafenib 
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B. Article sur les tumeurs cutanées induites par le sorafenib 
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C. Article sur la coopération entre le vemurafenib et l’HPV pour 
induire des tumeurs cutanées 
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